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DESCRIPCION
Uso de moléculas de orientacion repulsivas (RGM) y sus moduladores.

La presente invencién se relaciona con las realizaciones como se define en las reivindicaciones. En particular, la
invencién proporciona el uso de un inhibidor como se define en las reivindicaciones de un polipéptido que tiene o
comprende una secuencia de aminoacidos como se describe aqui o de un polinucleétido que codifica dicho
polipéptido para la preparacion de una composicién farmacéutica para evitar, aliviar o tratar enfermedades o
afecciones asociadas con la degeneracion o lesion del tejido nervioso de vertebrados, asociado con convulsiones,
asociado con trastornos angiogénicos o trastornos del sistema cardiovascular. Adicionalmente, la invencién
proporciona el uso de dicho polipéptido para la preparaciéon de una composicion farmacéutica para evitar o tratar el
crecimiento del tumor o formacion de metastasis de tumor o como un marcador de mastocitos.

El mecanismo mas importante en la formacién de sistemas nerviosos embrionicos es la orientacion de axones y
crecimiento de conos mediante indicaciones de orientacion direccional (Goodman, Annu. Rev. Neurosci. 19 (1996),
341-77; Mueller, Annu. Rev. Neurosci 22, (1999), 351-88). Un sistema modelo adecuado para estudiar este proceso
de orientacion es el sistema retinotectal de los vertebrados. En el embridn de pollo aproximadamente 2 millones de
axones de células de ganglio retinales (RGC) dejan cada ojo y crecen hacia el techo 6ptico contralateral para formar
un mapa preciso (Mey & Thanos, (1992); J. Himforschung 33, 673-702). Habiendo llegado en el polo anterior del
techo optico, los axones RGC comienzan a invadir su objetivo tectal para encontrar sus neuronas objetivo. El mapeo
ocurre en tal forma, que los axones RGC de la retina nasal se proyectan hasta el techo posterior y los axones
temporales hasta el techo anterior. A lo largo del eje dorso-ventral, los axones procedentes de la retina dorsal
terminan en el techo ventral, mientras que aquellos de la retina ventral finalizan en el techo dorsal. Al final se forma
un mapa topografico preciso, cuando las relaciones vecinas en la retina se conservan en el techo, de tal manera que
los axones de las células de ganglio vecinas en la retina hacen sinapsis con las neuronas tectales vecinas. Lo mas
importante para la formacion de este mapa, son las indicaciones de orientacion tectal clasificadas, leido mediante
conos de crecimiento retinales que llevan los receptores correspondientes que también muestran una distribuciéon
clasificada (Sperry, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 50 (1963), 703-710; Bonhoeffer & Gierer, Trends Neurosci. 7 (1984)
378-381). Por lo tanto se determina la posicion de cada cono de crecimiento retinal en el campo tectal por dos
conjuntos de gradientes: gradientes receptores en axones retinales encarnados y conos de crecimiento y los
gradientes de ligando en las células tectales (Gierer, Development 101 (1987),479-489). La existencia de los
ligandos tectales clasificados se ha postulado del trabajo anatéomico, sin embargo su identificacién prueba ser
extremadamente dificil y solo se hace posible con el desarrollo de sistemas in vivo simples (Walter, Development
101 (1987), 685-96; Cox, Neuron 4 (1990), 31-7). En el ensayo de bandas los axones RGC crecen sobre una red de
membranas, que consiste en alternar lineas de membranas tectales anterior (a) y posterior (p). En estas redes, los
axones retinales temporales crecen en las membranas tectales anteriores y se rechazan por las lineas posteriores,
mientras que los axones nasales no se distinguen entre los miembros a y p (Walter, Development 101 (1987), 685-
96). También se observa la misma especificidad en el ensayo de colapso de cono de crecimiento (Raper &
Kapfhammer, Neuron 4 (1990), 21-29), en donde el colapso de los conos de crecimiento retinal temporal después de
la adicién de vesiculas de membrana tectales posteriores no reaccionan con las vesiculas tectales anteriores y en
donde los conos de crecimiento nasal son insensibles a cualquier tipo de vesiculas (Cox, (1990), loc. cit.). En ambos
sistemas de ensayo, el tratamiento de membranas tectales posteriores con la enzima fosfatidilinositol-fosfolipasa C
especifica (PI-PLC) que divide el anclaje lipido de proteinas ligadas a glucosilfosfatidilinositol (GPI), retira su
actividad de induccién-colapso y repulsiéon (Walter, J. Physiol 84 (1990), 104-10). Una de las primeras moléculas de
orientacion repulsiva identificadas en el sistema retinotectal de embriones de pollo es una glucoproteina de anclaje
GPIl con un peso molecular de 33/35 kDa (Stahl, Neuron 5 (1990), 735-43). Esta molécula de 33/35 kDa,
denominada en adelante RGM (moléculas de orientacién repulsivas), es activa en los ensayos de colapso y banda y
se muestra que se expresa en un gradiente posterior alto-anterior bajo en la tecta embridnica de pollos y ratas
(Mueller, Curr. Biol. 6 (1996), 1497-502; Mueller, Japan Scientific Societies Press (1997), 215-229). Debido al
comportamiento bioquimico anormal de RGM, no se puede obtener la secuencia de aminoacidos precisa. Se
describe RGM como una molécula que es activa durante el desarrollo del vertebrado. De manera interesante, el
RGM se regula por disminucion en el techo embrionario del pollo después de E12 y en el techo embrionario de la
rata después de P2 y desaparece completamente después de las etapas embrionarias (Miiller (1992), Ph. D thesis
University of Tubingen; Muller (1997) Japan Scientific Societies, 215-229). En 1996, Mdiller (loc. cit) ha mostrado que
CALI (inactivacion laser asistida por cromoéforo) de RGM elimina la actividad orientadora repulsiva de las membranas
tectales posteriores /RGM. Sin embargo, debido a la presencia de otras moléculas orientadoras, en particular de
RAGS (sefial orientadora de axén repulsiva) y ELF-1 (Ligando Eph de la familia 1), no siempre se detecta una
eliminacion completa de la orientacién y se especula que el RGM actua en concierto con RAGS (ahora denominado
efrina-A5) y ELF-1 (efrina-A2). Se prevé adicionalmente que RGM puede ser un co-factor que potencia la actividad
de RAGS y ELF-1 en eventos de orientacion embrionaria. Esto se argumenta especificamente por B. K. Muller
("RGM, una molécula de orientacion repulsiva, esta implicada en la orientacion de axén retinal in vivo", TANIGUCHI
SYMPOSIA ON BRAIN SCIENCES, vol. 20, Mol. Basis of Axon Growth & Nerve Pattern Form., 1997, p. 215 a 229)
quien muestra adicionalmente que RGM, RAGS y ELF-1 se coexpresan en la capa tectal mas superficial, comparte
funcién similar in vitro pero son moléculas bioquimicamente diferentes. En 1980/81 el grupo de Aguayo encuentra
que, cuando las neuronas periféricas se trasplantan/injertan en el SNC lesionado del adulto, se induce el crecimiento



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2390425713

de axones de las neuronas del SNC (David, Science 214 (1981), 931-933). Por lo tanto, se especula que las
neuronas del SNC aun tienen la capacidad de regeneracion y/o excrecencia de neuritas, si se proporciona un
ambiente adecuado. Adicionalmente, se especula que pueden existir los "inhibidores de regeneracién de neuronas
del SNC". En 1988, Caroni and Schwab (Neuron 1, 85-96) describe dos inhibidores de 35 kDa y 250 kDa, aislados
de mielina del SNC de rata (NI-35 y NI-250; ver también Schnell, Nature 343 (1990) 269-272; Caroni, J.Cell Biol. 106
(1988), 1291-1288). En el 2000, el ADN que codifica NI-220/250 se deduce y el inhibidor potente correspondiente del
crecimiento de neurita se denomina Nogo-A (Chen, Nature 403 (2000), 434-438. El Nogo unido a la membrana
resulté ser un miembro de la familia reticulén (GrandPré, Nature 403 (2000), 439-444). Los factores adicionales que
median la inhibicion de la excrecencia neuronal se han aislado primero en saltamontes, y denominado "fasciclina V"
y finalmente "colapsina" en pollos. Estos inhibidores pertenecen a la asi llamada familia semaforina. Se han
reportado las semaforinas en un amplio rango de especies y se describen como proteinas de transmembrana (ver,
inter alia, Kolodkin Cell 75 (1993) 1389-99, Puschel, Neuron 14 (1995), 941-948). Alun, también se muestra que no
todas las semaforinas tienen actividad inhibidora. Algunos miembros de dicha familia, por ejemplo semaforina E,
actiian como una sefial orientadora atractiva para los axones corticales (Bagnard, Development 125 (1998), 5043-
5053). Un sistema adicional de la moléculas de orientacion repulsivas es el sistema efrina-Eph. Las efrinas son
ligandos de las quinasas del receptor Eph y estan implicadas como marcas posicionales que pueden guiar el
desarrollo de mapas topograficos neuronales (Flanagan, Ann. Rev. Neurosc. 21 (1998), 309-345). Las efrinas se
agrupan en dos clases, las efrinas A que se ligan a la membrana mediante un anclaje glucosilfosfatidilinositol
(anclaje GPI) y las efrinas B llevan un dominio de transmembrana (comité de nomenclatura Eph 1997). Se ha
mostrado recientemente que dos miembros de las efrinas A, efrina-A2 y efrina-A5, expresadas en gradientes
posteriores altos-anteriores bajos en el techo 6ptico, estan implicados en la orientacion repulsiva de los axones de
célula de ganglio retinales in vitro e in vivo (ver, inter alia (Drescher, Cell 82 (1995), 359-70; Cheng, Cell 79 (1994),
157-168; Feldheim, Neuron 21 (1998), 563-74; Feldheim, Neuron 25 (2000), 563-74).

Las secuencias de acidos nucleicos que codifican la proteina AL-1 y la utilidad de las proteinas AL-1 en la
preparacion de anticuerpos y antagonistas y en diagnosticar y tratar diversos trastornos neuronales y trastornos y
afecciones asociadas con angiogenia se describen en la solicitud de patente publicada como WO 96/13518.

Considerando que el hecho de una pluralidad de trastornos fisioldégicos o lesiones se relaciona con procesos de
migracion celular alterados, los problemas técnicos que subyacen a la presente invencién son proporcionar medios y
métodos para modificar el desarrollo alterado o procesos celulares (migracién) que conducen a condiciones de
enfermedad.

De acuerdo con lo anterior, la presente invencién se relaciona con el uso de un inhibidor como se define en las
reivindicaciones de un polipéptido que tiene o comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NOs. 18, 20,
23 0 25 o de un polinucledtido que codifica dicho polipéptido para la preparacion de una composicion farmacéutica
para evitar, aliviar o tratar enfermedades o afecciones asociadas con la degeneracion o lesion del tejido nervioso del
vertebrado, asociado con convulsiones asociadas con ftrastornos angiogénicos o trastornos del sistema
cardiovascular y asociadas con formacion de tumor y crecimiento de tumor.

En el contexto de la presente invencion, y como se documenta en los ejemplos adjuntos, se encuentra de manera
sorprendente que la moléculas de orientacion repulsivas (RGM) no solo se expresan durante el desarrollo de
vertebrado sino se vuelven a expresar en el tejido del adulto, en particular en tejidos dafiados de adulto.
Sorprendentemente, entre otras cosas, se encuentra que el RGM se vuelve a expresar después del dafio del tejido
nervioso, después de eventos traumaticos o isquemias focales. La presente invencion proporciona la secuencia de
nuclestidos completa y/o de aminoacidos de RGM (ver, por ejemplo SEQ ID NO: 17 o 18 que describe la secuencia
RGM de pollo o SEQ ID NO: 20 a 25 que describe los homdlogos RGM humanos.). EIl RGM, como se ha sefialado
anteriormente, es una glucoproteina, ligada a membranas mediante un anclaje GPI. Dicho un anclaje GPI también
lleva un epitopo determinante que reacciona en forma cruzada (CRD) y su parte de carbohidrato es capaz de unirse
a lectina de mani. Como se documenta aqui, la proteina RGM es un potente inhibidor de crecimiento y puede afirmar
la inhibicion de crecimiento de neurita en concentraciones picomolares.

El término "modulador" como se emplea aqui se relaciona con "inhibidores" asi como también "activadores" de la
funcion RGM. Mas preferiblemente dicha "modulacion" es una inhibicién, en donde dicha inhibicién puede ser una
inhibicion parcial o completa.

El término "secuencia de aminoacidos” de la SEQ ID NO: 18, 20, 23 o 25 como se emplea aqui se relaciona con la
secuencia de aminoacidos de RGM (las moléculas de orientacion repulsivas) y se relaciona con el polipéptido RGM,
de pollo o humano, respectivamente. En particular, las SEQ ID NOs: 20 y 21 describen el RGM1 humano. El RGM1
humano se ha localizado en el cromosoma 15. Adicionalmente, los RGM humanos comprenden RGM2 y RGM3. El
RGM2 se describe en la SEQ ID NO: 23 (secuencia de aminoacidos) y se codifica por una secuencia de nucledtidos
como se muestra en la SEQ ID NO: 22. EI RGM2 humano se ha localizado en el cromosoma 5. Adicionalmente, el
RGMS3 humano se muestra en la SEQ ID NO: 25 adjunta (secuencia de aminoacidos) y se codifica por una
secuencia de nucleétidos como se describe en la SEQ ID NO: 24. EI RGM3 humano se ubica en el cromosoma 1.
Aun, como se discutira aqui adelante, dicho término también se relaciona con homologos RGM adicionales.
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El término "(poli)péptido" significa, de acuerdo con la presente invencion, un péptido, una proteina, o un (poli)
péptido que abarca cadenas de aminoacidos de un longitud dada, en donde los residuos de aminoacidos se ligan
por enlaces covalentes de péptido. Sin embargo, los imitadores de péptidos de dichas proteinas/(poli)péptidos RGM
en donde los enlaces de aminoacidos y/o péptidos se han reemplazado por analogos funcionales también se
abarcan por la invencién. La presente invencion no se restringe a RGM de humano, ratéon o pollo y sus inhibidores
sino también se relaciona con el uso de inhibidores de RGM o de RGM propiamente dicho (o fragmentos funcionales
o derivados de los mismos) de otras especies. Debido a que la presente invencion proporciona el uso de secuencias
de aminoacidos/polipéptidos de RGM y sus inhibidores correspondientes y debido a que las secuencias de
aminoacidos del RGM de humano y de pollo se describen aqui, el experto en la técnica se tiene formaciéon para
obtener las secuencias RGM de otras especies, como, inter alia, ratén, rata, cerdo, etc. Los métodos relevantes se
conocen en la técnica y se pueden llevar a cabo mediante métodos estandar, que emplean, inter alia, cebadores
degenerados y no degenerados en las técnicas PCR. Dichos métodos de biologia molecular que se conocen bien en
la técnica, por ejemplo, se describen en Sambrook (Molecular Cloning; A Laboratory Manual, 2nd Edition, Cold
Spring Harbour Laboratory Press, Cold Spring Harbour, NY (1989)) y Ausubel, "Current Protocols in Molecular
Biology", Green Publishing Associates; y Wiley Interscience, N.Y. (1989).

Adicionalmente, como se emplea en el contexto de la presente invencion, el término "RGM", "modulador de RGM" e
"inhibidor de RGM" también se relaciona con moléculas RGM (y sus inhibidores correspondientes) que son variantes
u homodlogos de las moléculas RGM (y sus inhibidores) como se describe aqui. "Homologia" en este contexto se
entiende que se refiere en este contexto a una identidad de secuencia de los RGM de por lo menos 70 %,
preferiblemente mas de 80 % y todavia mas preferiblemente mas de 90% en el nivel de aminoacidos. La presente
invencion, sin embargo, también comprende (poli)péptidos que se desvian de la secuencia de aminoacidos tipo
natural de los RGM humano o de pollo como se describe aqui, en donde dicha desviacion puede ser, por ejemplo, el
resultado de las sustituciones, eliminaciones, adiciones, inserciones, duplicaciones, inversiones y/o recombinaciones
de aminoécidos y/o nucleétidos solas o en combinacion. Aquellas desviaciones pueden ocurrir en forma natural o se
pueden producir por medio de técnicas de ADN recombinantes bien conocidas en el arte. El término "variacién"
como se emplea aqui también comprende "variantes alélicas". Estas variaciones alélicas pueden ser variantes
alélicas que ocurren en forma natural, variantes de corte y empalme asi como también variantes construidas
genéticamente por ingenieria o producidas sintéticamente.

El término "polinucledtido" de acuerdo con la presente invencién comprende codificar y, donde sea aplicable, no
codificar las secuencias (como promotores, mejoradores etc.). Este comprende ADN, ARN asi como también PNA.
De acuerdo con la presente invencion, el término "molécula de polinucleétido/acido nucleico" también comprende
cualquier derivado factible de un &cido nucleico en el que puede hibridar una sonda de &cido nucleico. Dicha sonda
de acido nucleico propiamente dicha puede ser un derivado de una molécula de acido nucleico capaz de hibridar en
dicha molécula de acido nucleico o dicho derivado de la misma. El término "molécula de acido nucleico" comprende
adicionalmente péptidos de acido nucleicos (PNA) que contienen andlogos de ADN con enlaces de estructura
principal de amida (Nielsen, Science 254 (1991), 1497-1500). El término "molécula de acido nucleico" que codifica
un (poli)péptido RGM o un fragmento funcional/ derivado del mismo, en conexién con la presente invencion, se
define por (a) las secuencias de acidos nucleicos especificas que codifican dichos (poli)péptidos especificados en la
presente invencion o (b) por las secuencias de acido nucleicos que hibridan bajo condiciones exigentes a la hebra
complementaria de la secuencia de nucleédtidos de (a) y que codifica un (poli)péptido que se desvia del acido
nucleico de (a) por una o mas sustituciones, eliminaciones, adicionales o inversiones de nucleétido y en donde la
secuencia de nucleétidos muestra por lo menos 70 %, mas preferiblemente por lo menos 80% de identidad con la
secuencia de nucleétidos de dicho (poli)péptido RGM codificado que tiene una secuencia de aminoacidos como se
definié aqui anteriormente y funcionas como un RGM (o un fragmento funcional/ derivado del mismo).

El término "modulador" como se emplea aqui también comprende el término "inhibidores”, como se mencioné aqui
anteriormente.

El término "inhibidor de un polipéptido que tiene o comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NOs 18,
20, 23 o 25 o un fragmento funcional o derivado del mismo, por lo tanto, no solo se relaciona con los inhibidores
especificos de RGM de humano o de pollo sino que también se relaciona con inhibidores de RGM (o fragmentos
funcionales o derivados de los mismos) de otras especies. Se describen aqui inhibidores utiles asi como también se
describen aqui adelante y en los ejemplos adjuntos.

El término "inhibidor" también comprende "moduladores” de los polipéptidos RGM y/o el RGM que codifica la
molécula de acido nucleico/gen. En el contexto de esta invencion también se prevé que dicha "modulacion” conduce,
cuando se desea, a una activacion de RGM.

El término "fragmento funcional o derivado del mismo" como se utiliza aqui y en relacién con las moléculas RGM
descritas aqui comprende fragmentos de las moléculas RGM definidas aqui que tienen una longitud de por lo menos
25, mas preferiblemente por lo menos 50, mas preferiblemente por lo menos 75, ain mas preferiblemente por lo
menos 100 amino&cidos. Los fragmentos funcionales de las moléculas RGM identificadas aqui o las moléculas RGM
de otras especies (RGM homdlogos) pueden estar comprendidos en las proteinas quiméricas y/o de fusién. Los



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2390425713

"fragmentos funcionales" comprenden los fragmentos RGM (o su molécula de acido nucleico codificante) que son
capaces de reemplazar las moléculas de longitud completa RGM en los ensayos correspondientes (como se
describe aqui en los ejemplos adjuntos, por ejemplo ensayos de colapso y/o de banda) o pueden elucidar una
respuesta inmune especifica de anti-RGM y/o conducen a anticuerpos anti- RGM especificos. Un ejemplo de tal un
"fragmento funcional” es, inter alia, el fragmento funcional de RGM de pollo descrito en la SEQ ID NO: 19. En el
contexto de la presente invencion, los polinucledtidos que codifican los fragmentos funcionales de RGM y/o sus
derivados tienen preferiblemente por lo menos 15, mas preferiblemente por lo menos 30, mas preferiblemente por lo
menos 90, mas preferiblemente de por lo menos 150, mas preferiblemente de por lo menos 300 nucleétidos. El
término "derivados" significa en el contexto de su invencién derivados de las moléculas RGM y/o sus moléculas de
acido nucleico codificantes y se refiere a los derivados naturales (con variantes alélicas) asi como también derivados
recombinantemente producidos/ variantes que pueden diferir de las moléculas RGM descritas aqui mediante por lo
menos una modificacion/mutacién, por ejemplo por lo menos una eliminaciéon, sustitucion, adicién, inversion o
duplicacion. El término "derivado" también comprende modificaciones quimicas. El término "derivados" como se
emplea aqui en el contexto de la molécula RGM también comprende moléculas solubles RGM que no comprenden
ningun anclaje de membrana.

Como se menciond aqui anteriormente, la presente invencion proporciona el uso de un inhibidor, de moléculas RGM
y/o sus polinucledtidos/molécula de acido nucleicos codificantes correspondientes para la preparacion de una
composicion farmacéutica para evitar, aliviar o tratar diversos trastornos del sistema nervioso, trastornos
angiogénicos o trastornos del sistema cardiovascular y canceres de diferente etiologia.

En una realizacion preferida, dichos trastornos del sistema nervioso comprenden degeneracion o lesion del tejido
nervioso del vertebrado, en particular enfermedades neurodegenerativas, lesiones de fibra nerviosa y trastornos
relacionados con pérdidas de la fibra nerviosa.

Dichas enfermedades neurodegenerativas se pueden seleccionar del grupo que consiste de enfermedades
neuronales motoras (MND), esclerosis lateral amiotréfica (ALS), enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Parkinson, paralisis ocular progresiva, atrofia muscular progresiva, demencia relacionada con VIH y atrofias
musculares espinales, Sindrome de Down, Enfermedad de Huntington, Enfermedad de Creutzfeldt-Jacob, Sindrome
de Gerstmann-Straeussler, kuru, encefalopatia espongiforme bovina, encefalopatia transmisible del visén, otras
enfermedades pridnicas desconocidas, atrofia de sistema mdltiple, disautonomia familiar de Riley-Day, dichas
lesiones de fibra nerviosa se pueden seleccionar del grupo que consiste de lesiones de la médula espinal, lesiones
cerebrales relacionadas con presioén intracraneal elevada, trauma, dafio secundario debido a presién intracraneal
elevada, infeccion, infarto, exposicion a agentes toxicos, sindromes paraneoplasicos y cancer y en donde dichos
trastornos relacionados con pérdidas de la fibra nerviosa se pueden seleccionar del grupo que consiste de paralisis
de nervio facial, nervio medio, nervio cubital, nervio axilar, nervio toracico largo, nervio del radio y de otros nervios
periféricos, y otras enfermedades adquiridas y no adquiridas del sistemas nervioso central y periférico (humano).

La médula espinal mencionada anteriormente y las lesiones cerebrales no solo comprenden lesiones traumaticas
sino también se relacionan con lesiones provocadas por apoplejia, isquemia y similares. Se prevé en particular que
los inhibidores como se define aqui adelante y que comprende, inter alia, los anticuerpos anti-RGM se emplean en la
técnica médica para estimular el crecimiento de la fibra del nervio en individuos, en particular en vertebrados, mas
preferiblemente en humanos.

En una realizacion preferida de la presente invencion, la invencién proporciona el uso de un inhibidor a RGM para la
preparacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento de trastornos del sistema cardiovascular, en
donde estos trastornos, por ejemplo, comprenden trastornos de barrera hematoencefalica, edema cerebral, dafios
cerebrales secundarios debido a presidn intracraneal aumentada, infeccion, infarto, isquemia, hipoxia, hipoglicemia,
exposicion a agentes tdxicos, cancer, sindromes paraneoplasicos.

Se prevé, sin estar limitado por la teoria, que los inhibidores RGM pueden estimular las neuronas que sobreviven
para proyectar las fibras colaterales en el tejido de la enfermedad, por ejemplo el tejido isquémico.

Como se ilustra en los ejemplos adjuntos, el RGM se expresa localmente en el lado de la transeccion artificial del
tejido de cerebro/ médula espinal en los animales de prueba (como ratas), por ejemplo, en la regién penumbra que
rodea un nucleo isquémico de un humano que sufre de isquemia focal en el contexto temporal. Adicionalmente, se
documenta en los ejemplos adjuntos que el RGM, en forma sorprendente, se expresa en tejidos que han
experimentado lesiones cerebrales traumaticas. La invencion también se relaciona con el uso del polipéptido RGM o
un fragmento funcional o derivado del mismo o el uso de un polinucledtido que los codifica (polipéptidos y
polinucledtidos como se define aqui), en donde la enfermedad o afeccidon descrita anteriormente asociada con
convulsiones es epilepsia. Una epilepsia por lo tanto se caracteriza por una convulsién epiléptica como una
convulsion o evento anormal transitorio experimentado por el sujeto, por ejemplo un paciente humano, debido a
descarga paroxismal de neuronas (cerebrales). Las convulsiones epilépticas comprenden convulsiones tonicas,
convulsiones toénico clénicas (gran mal), convulsiones mioclénicas, ausencia de convulsiones asi como también
convulsiones acinéticas. Todavia, también se comprenden en el contexto de esta invencion las convulsiones
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parciales simples, por ejemplo convulsiones Jacksonianas y convulsiones debido a trauma perinatal y/o anoxia fetal.
Como se menciona aqui adelante, los usos descritos aqui se relacionan en particular a la preparacion de
composiciones farmacéuticas para el tratamiento de enfermedades/afecciones asociadas con el desarrollo aberrante
de las fibras nerviosas, como epilepsia, ver también Routbort, Neuroscience 94 (1999), 755 - 765.

También se describe es que el modulador, preferiblemente el inhibidor de RGM (o de su fragmento funcional o
derivado del mismo o de su molécula de acido nucleico codificante) se utiliza para la preparaciéon de una
composicion farmacéutica para la modificacion de neovascularizacion. Dicha modificacién puede comprender
activacion asi como también estimulo. Se prevé en particular que dicha neovascularizaciéon se estimula y/o se activa
en el tejido enfermo, como inter alia, tejido isquémico y/o infarto. Adicionalmente, se prevé que los inhibidores RGM
descritos aqui se pueden emplear en la regulacion de la barrera de permeabilidad de sangre-cerebro.

Se prevé adicionalmente que dichos inhibidores de RGM se emplean en el alivio, prevencion y/o inhibicion de la
evolucion de formacién de placa vascular (por ejemplo arterosclerosis) en enfermedades/trastornos cardio-
vasculares, cerebro-vasculares y/o nefrovasculares.

Adicionalmente, la presente invencion proporciona el uso de un inhibidor de RGM como se define aqui para la
preparacion de una composicion farmacéutica para remielinizacion. Por lo tanto, la presente invencién proporciona
una composiciéon farmacéutica para el tratamiento de enfermedades desmielinantes del SNC, como esclerosis
multiple o de enfermedades desmielinantes como neuropatia periférica provocada por toxina difteria, Sindrome de
Landry-Guillain-Barré, Sindrome de Elsberg, enfermedad de Charcot-Marie-Tooth y otras polineuropatias. Un
inhibidor particular preferido de RGM en este contexto es un anticuerpo dirigido contra RGM, por ejemplo un
anticuerpo IgM. Se ha mostrado previamente que ciertos IgM se unen a oligodendrocitos y por lo tanto inducen
remielinizacion. Los anticuerpos IgM contra RGM se conocen en la técnica y comprenden por ejemplo el F3D4
descrito en los ejemplos adjuntos.

Adicionalmente la invencién proporciona el uso de un polipéptido RGM como se define aqui o de un polinucleétido
que codifica dicho polipéptido para la preparacion de una composicion farmacéutica para evitar, aliviar o tratar
enfermedades o afecciones asociadas con la actividad de las células inmunes autorreactivas o con células
inflamatorias sobre-activas. Mas preferiblemente estas células son células T.

Adicionalmente, la presente invencion se relaciona con el uso de un inhibidor como se define en las reivindicaciones
de un polipéptido RGM como se define en las reivindicaciones o de un polinucledtido que codifica dicho polipéptido
para modificar y/o alterar el estado de diferenciacién de los mastocitos neuronales y/o sus progenitores. Dichos
mastocitos se encuentran normalmente en las zonas subventriculares de las regiones cerebrales principales. Se
sabe que los factores en el microambiente del cerebro influencian dramaticamente la diferenciacion de los
mastocitos no diferenciadas. Se asume que debido a la expresién caracteristica del RGM en las capas
subventriculares de muchas regiones cerebrales diferentes, esta molécula puede ser un marcador para los
mastocitos. Adicionalmente, los inhibidores RGM, como anticuerpos pueden ser marcadores Uutiles para los
mastocitos. Es mas importante en la biologia de los mastocitos la compresion de los factores que influencian su
diferenciacion. Por lo tanto se asume que los inhibidores RGM cambian el destino del desarrollo de estas células.

Como se documenta en los ejemplos adjuntos, el RGM no solo se expresa en el tejido isquémico sino también se
expresa en el tejido de cicatriz que rodea las lesiones (cerebro).

El inhibidor de la molécula RGM (o su fragmento funcional o derivado) es un anticuerpo o un fragmento Fab, F(ab’),,
Fv o scFv del mismo, es un aptamero, es una molécula receptora especifica todos capaces de unirse a un
polipéptido RGM o con un fragmento funcional o derivado del mismo, o es una molécula de acido nucleico especifica
que interactua con un polinucledtido que codifica un RGM y/o el polipéptido como se define aqui.

El anticuerpo que se va a utilizar en el contexto de la presente invencién puede ser, por ejemplo, anticuerpos
policlonales o monoclonales. Las técnicas para la produccion de anticuerpos se conocen bien en el arte y se
describen, por ejemplo en Harlow and Lane "Antibodies, A Laboratory Manual", CSH Press, Cold Spring Harbor,
1988. La produccion de anticuerpos anti-RGM especificos se conoce adicionalmente en la técnica (ver, por ejemplo
Miller (1996) loc.cit.) o se describe en los ejemplos adjuntos. El término "anticuerpo” como se emplea aqui también
comprende anticuerpos quiméricos, de cadena sencilla y humanizados, asi como también fragmentos de anticuerpo,
como, inter alia, fragmentos Fab. Los fragmentos de anticuerpo o derivados comprenden adicionalmente los
fragmentos F(ab’),, Fv o scFv; ver, por ejemplo, Harlow and Lane, loc.ck. Se conocen en la técnica diversos
procedimientos y se pueden utilizar para la produccién de dichos anticuerpos y/o fragmentos, ver también ejemplos
adjuntos. Asi, los derivados (anticuerpo) se pueden producir mediante imitadores de péptido. Adicionalmente, las
técnicas descritas para la produccion de los anticuerpos de cadena sencilla (ver, inter alia, Patente Estadounidense
4,946,778) se pueden adaptar para producir anticuerpos de cadena sencilla para los polipéptidos de esta invencion.
También, se pueden utilizar animales transgénicos para expresar los anticuerpos humanizados para los polipéptidos
de esta invencion. Mas preferiblemente, el anticuerpo que se va a utilizar en la invenciéon es un anticuerpo
monoclonal, por ejemplo se puede emplear el anticuerpo F3D4 descrito en los ejemplos adjuntos cuando se desea
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un IgM. La metodologia general para producir, anticuerpos monoclonales se conoce bien y se ha descrito en, por
ejemplo, Kohler and Milstein, Nature 256 (1975), 494-496 y se revisa en J.G.R. Hurrel, ed., "Monoclonal Hybridoma
Antibodies: Techniques and Applications", CRC Press Inc., Boco Raron, FL (1982), asi como también se ensefia por
L. T. Mimms et al., Virology 176 (1990), 604-619.

Preferiblemente, dichos anticuerpos (o inhibidores) se dirigen contra los fragmentos funcionales del polipéptido
RGM. Como se ha indicado anteriormente y como se documenta en los ejemplos adjuntos, dichos fragmentos
funcionales son facilmente deducibles para el experto en la técnica y, de forma correspondiente, se pueden producir
anticuerpos relevantes (u otros inhibidores).

El "inhibidor" como se define aqui también puede ser un aptamero. En el contexto de la presente invencion, el
término "aptamero" comprende acidos nucleicos tales como ARN, ssADN (ss = hebra sencilla), ARN modificado,
ssADN modificado o los PNA que se unen a una pluralidad de secuencias objetivo tienen una alta especificidad y
afinidad. Los aptameros se conocen bien en la técnica y, inter alia, se describen en Famulok, Curr. Op. Chem. Biol. 2
(1998), 320-327. La preparacion de aptameros se conoce bien en la técnica y puede involucrar, inter alia, el uso de
colecciones de ARN combinatoriales para identificar los sitios de unién (Gold, Ann. Rev. Biochem. 64 (1995), 763-
797). Dichos otros receptores, por ejemplo, se pueden derivar de dicho anticuerpo etc. mediante imitadores de
péptido.

Otras moléculas especificas "receptor" que pueden funcionar como inhibidores de los polipéptidos RGM también
estan comprendidas en esta invencion. Dichos receptores especificos se pueden deducir por lo métodos conocidos
en la técnica y comprenden ensayos de union y/o ensayos de interaccion. Estos, inter alia, se pueden involucrar en
los ensayos en el formato ELISA o formato FRET. Dicho "inhibidor" también pueden comprender los péptidos
especificos que se unen a y/o interfieren con RGM. Adicionalmente, el "modulador" mencionado anteriormente,
preferiblemente "inhibidor" puede funcionar en el nivel de expresion de gen RGM. Por lo tanto, el inhibidor puede ser
una molécula de acido nucleico (especifica) que interactia con un polinucleétido que codifica una molécula RGM (o
un fragmento funcional o derivado del mismo.) Estos inhibidores por ejemplo, pueden comprender moléculas de
acido nucleico anticodificantes o ribozimas.

La molécula de acido nucleico que codifica RGM (y como se describe aqui, por ejemplo, SEQ ID NO: 17) se puede
emplear para construir los oligonucleétidos anticodificantes apropiados. Dichos oligonucleétidos anticodificantes son
capaces de inhibir la funcion de los genes RGM tipo natural (0 mutantes) y comprenden, preferiblemente, por lo
menos 15 nucleotidos, mas preferiblemente por lo menos 20 nucledtidos, ain mas preferiblemente 30 nucledtidos y
mas preferiblemente por lo menos 40 nucleétidos.

Adicionalmente, también se prevén métodos de ribozima para uso en esta invencién. Las ribozimas pueden dividir
especificamente la molécula de acido nucleico que codifica los RGM.

En el contexto de la presente invencion las ribozimas comprenden, inter alia, ribozimas cabeza de martillo, ribozimas
cabeza de martillo con secuencias de nucleo alteradas o desoxiribozimas (ver, por ejemplo, Santoro, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 94 (1997), 4262) y pueden comprender las ribozimas naturales y seleccionadas in vitro y/o
sintetizadas. Las moléculas de acido nucleico de acuerdo con la presente invencién que son complementarias a las
moléculas de acido nucleico que codifican las proteinas/(poli)péptidos regulan, provocan o contribuyen a la obesidad
y/o que codifican un (poli)péptido de mamifero implicado en la regulacion del peso corporal (ver aqui adelante) se
pueden utilizar para la construccion de las ribozimas apropiadas (ver, por ejemplo, EP-B1 0 291 533, EP-A1 0 321
201, EP-A2 0 360 257) que dividen especificamente las moléculas de acido nucleico de la invencién. La seleccion de
los sitios objetivo apropiados y las ribozimas correspondientes se pueden hacer como se describe por ejemplo en
Steinecke, Ribozymes, Methods in Cell Biology 50, Galbraith, eds. Academic Press, Inc. (1995), 449-460.

Dicho "inhibidor" también puede comprender ARN de hebra doble, que conduce a interferencia de gen mediada por
ARN (ver Sharp, Genes and Dev. 13 (1999), 139-141)

Los inhibidores potenciales adicionales de RGM se pueden encontrar y/o deducir mediante un ensayo de interaccion
y emplear los sistemas de lectura correspondientes. Estos se conocen en la técnica y comprenden, inter alia, dos
columnas desplegables GST de deteccion hibridas(como se describe, inter alia, en EP-0 963 376, WO 98/25947,
WO 00/02911), los ensayos de coprecipitacion de los extractos celulares como se describe, inter alia, en Kasus-
Jacobi, Oncogene 19 (2000), 2052-2059, sistemas "de trampa de interaccion" (como se describe, inter alia, en US
6,004,746) clonacion de expresion (por ejemplo lambda gtll), exhibiciéon de fago (como se describe, inter alia, en US
5,541,109), ensayos de unidn in vitro y similares. Los métodos de ensayo de interaccion adicionales y los sistemas
de lectura correspondientes, inter alia, se describen en US 5,525,490, WO 99/51741, WO 00/17221, WO 00/14271 o
WO 00/05410.

Un objetivo adicional de la presente invencion es proporcionar el uso de un polipéptido RGM y/o del polipéptido que
tiene o comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NOs. 18, 20, 23 o 25 o de un polinucleétido que
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codifica dicho polipéptido para la preparacion de una composicién farmacéutica para evitar, aliviar o tratar
enfermedades o afecciones asociadas con desarrollo colateral excesivo de las fibras nerviosas. La presente
invencion, por lo tanto, proporciona el uso médico de las proteinas RGM y/o fragmentos funcionales/derivados de los
mismos o para el uso de polinucleétidos que codifican dichas proteinas RGM en condiciones en donde ocurre
desarrollo colateral excesivo. Dichas afecciones comprenden, pero no se limitan a, epilepsia, dolor fantasma y dolor
neuropatico. Por ejemplo, McNamara (Nat. Suppl. 399 (1999), A15-A22) ha descrito que ocurre dicho desarrollo en
ciertos tipos de epilepsia. La molécula de RGM, aislada en forma natural o producida recombinantemente, o sus
fragmentos funcionales/derivados por lo tanto se pueden emplear como sefales potentes "parada" para el
crecimiento de fibras nerviosas. La factibilidad de dicho método se ha mostrado por Tanelian (Nat. Med. 3 (1997),
1398-1401) quien emplea una semaforina para la inhibicién del crecimiento de fibras nerviosas.

En todavia otra realizacion, la presente invencién proporciona el uso de RGM y/o de un polipéptido que tiene o
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NOs 18, 20, 23 o 25 o de un polinucleétido que codifica dicho
polipéptido para la preparacién de una composicion farmacéutica para evitar o tratar tumor el crecimiento o
formacion de metastasis de tumor.

El RGM (aislado en forma natural o recombinantemente producido) y/o los fragmentos funcionales del mismo se
pueden emplear para la preparacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento de trastornos neoplésicos,
en particular de trastornos relacionados con migracion de tumor (célula), metastasis y/o invasion de tumor.
Adicionalmente, se prevé que el RGM inhibe la neovascularizaciéon indeseada. Dicha neovascularizacion, como un
trastorno angiogénico durante eventos neoplascios, se debe evitar con el fin de limitar, inter alia, el crecimiento del
tumor. Los conos de crecimiento de las neuronas y células de tumor (invasivas) secretan un coctel de proteasas
(uPA, tPA, MNP, etc.) con el fin de degradar la matriz extracelular. Adicionalmente, los mecanismos similares para
adhesiéon y migracion (célula) se emplean mediante estos sistemas celulares. EI RGM y/o sus fragmentos
funcionales se pueden emplear para estimular activamente el retiro de lamelipodios de células neoplasicas y/o para
inducir su colapso. Como se demuestra en los ejemplos adjuntos el RGM también influencia el comportamiento del
crecimiento de tumor, es decir es capaz de influenciar negativamente el crecimiento del tumor.

Adicionalmente la invencion proporciona el uso de un polipéptido RGM como se define aqui o de un polinucledtido
que codifica dicho polipéptido para la preparacion de una composicion farmacéutica para evitar, aliviar o tratar
enfermedades o afecciones asociadas con la actividad de las células inmunes autorreactivas o con células
inflamatorias sobre-activas. Mas preferiblemente estas células son células T.

En todavia otra realizacién, la invencién proporciona el uso de un polipéptido RGM que tiene o comprende, inter alia,
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NOs.18, 20, 23 o 25 o de un polinucleétido que codifica dicho polipéptido,
para la preparacién de una composicion farmacéutica para el tratamiento de procesos de inflamacion y/o alergias,
para la curacion de heridas o para la supresion/alivio de formacion de cicatrices. Se forma tejido de cicatriz mediante
las células invasoras, de manera mas importante mediante fibroblastos y/o neurogliocitos. La migracion y adhesion
de estas células se requieren para llegar al lado de la lesion. EI RGM o un fragmento activo/derivado pueden evitar
la acumulacion de estas células en el lado de la lesidn, evitando o disminuyendo por lo tanto la formacién de
cicatrices. Las células de reaccion inflamatorias migran a la regién inflamada y RGM o su fragmento activo/ derivado
evitan o reducen la migracion de estas células en el lado de la inflamacién, evitando por lo tanto reacciones
inflamatorias sobre-activas.

En el contexto de la presente invencién, el término "composicion farmacéutica" también comprende opcionalmente
adicionalmente un portador y/o diluyente y/o excipiente aceptable. La composicién farmacéutica de la presente
invencion puede ser particularmente Gtil para evitar y/o tratar trastornos patolégicos en los vertebrados, como
humanos. Dichos trastornos patolégicos comprenden, pero no se limitan a, trastornos neuroldgicos,
neurodegenerativos y/o neoplasicos asi como también trastornos asociados con convulsiones, por ejemplo epilepsia.
Estos trastornos comprenden, inter alia, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral
amiotréfica (FALS/SALS), isquemia, apoplejia, epilepsia, demencia por SIDA y cancer. La composiciéon farmacéutica
también se puede utilizar para propositos profilacticos. Ejemplos de portadores farmacéuticos adecuados se
conocen bien en la técnica e incluyen soluciones salinas reguladas con fosfato, agua, emulsiones, tales como
emulsiones aceite/agua, diversos tipos de agentes humectantes, soluciones estériles etc. Las composiciones que
comprenden dichos portadores se pueden formular mediante métodos convencionales bien conocidos. Estas
composiciones farmacéuticas se pueden administrar al sujeto en una dosis adecuada. La administracion de las
composiciones adecuadas se puede efectuar mediante diferentes formas, por ejemplo, mediante administracién
intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, intramuscular, tépica, intradérmica, intranasal o intrabronquial. Sin
embargo, también se prevé que las composiciones farmacéuticas se aplican directamente al tejido nervioso. El
régimen de dosificacién se determinacion por el médico que atiende y los factores clinicos. Como se sabe bien en
las artes médicas, las dosificaciones para cualquier paciente dependen de muchos factores, que incluyen el tamafio
del paciente, el area de superficie corporal, salud general, edad, sexo, el compuesto particular que se va a
administrar, el tiempo y la ruta de administracion, y otros farmacos se administran concurrentemente. La material
farmacéuticamente activa puede estar presente preferiblemente, inter alia, en cantidades entre 1 ng y 1000 mg por
dosis, mas preferiblemente en cantidades de 1 ng a 100 mg sin embargo, las dosis por encima o por debajo de este
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rango de ejemplo se prevén, considerando especialmente los factores mencionados anteriormente. Si el régimen es
una infusién continua, también puede estar en el rango de 1 ug a 10 mg unidades por kilogramo de peso corporal
por minuto, respectivamente. La evolucién se puede supervisar por evaluaciéon periddica. Las composiciones de la
invencién se pueden administrar localmente o sistémicamente. La administracion serd de manera general
parenteralmente, por ejemplo, intravenosamente. Las composiciones de la invencion también se pueden administrar
directamente al sitio objetivo, por ejemplo, mediante suministro biolistico a un sitio objetivo interno o externo o por
catéter en el sitio de una arteria. Las preparaciones para administracion parenteral incluyen soluciones, soluciones y
emulsiones acuosas 0 no acuosas estériles. Ejemplos de solventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol,
aceites vegetales tales como aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Los
portadores acuosos incluyen agua, soluciones alcohdlicas/ acuosas, emulsiones o suspensiones, que incluyen
solucion salina y medio regulado. Los vehiculos parenterales incluyen solucién de cloruro de sodio, dextrosa de
Ringer, dextrosa y cloruro de sodio, Ringer lactado, o aceites fijos. Los vehiculos intravenosos incluyen reponedores
de fluidos y nutrientes, reponedores de electrolitos (tales como aquellos basados en dextrosa de Ringer), y similares.
También pueden estar presentes conservantes y otros aditivos tales como, por ejemplo, antimicrobianos, anti-
oxidantes, agentes quelantes, y gases inertes y similares. Adicionalmente, la composicidon farmacéutica de la
invencién puede comprender agentes adicionales, dependiendo del uso pretendido de la composicion farmacéutica.
Dichos agentes pueden ser farmacos que actuan en el sistema nervioso central asi como también en las terminales
nerviosas sensoras no mielinadas, pequenas (como en la piel), las neuronas del sistema nervioso periférico del
tracto digestivo, etc.

Se entiende que la composicion farmacéutica como se define aqui puede comprende moléculas de acido nucleico
que codifica los RGM (y/o fragmentos funcionales o derivados de los mismos) o inhibidores RGM correspondientes o
se definen aqui. Como se mencioné aqui anteriormente, dicho inhibidores comprenden, pero no se limitan a,
anticuerpos, aptamero, péptidos que interactian con RGM asi como también inhibidores que interactuan con los
polinucledtidos que codifican RGM.

De acuerdo con lo anterior, la presente invencion también proporciona un método para tratar, evitar y/o aliviar
trastornos y afecciones patoldgicas como se define aqui, por lo que dicho método comprende administrar a un sujeto
en necesidad de dicho tratamiento una composicion farmacéutica/medicamento como se define aqui.
Preferiblemente, dicho sujeto es un humano.

Las moléculas de acido nucleico pueden ser particularmente utiles en métodos de terapia de gen y pueden
comprender ADN, ARN asi como también PNA. Dichas moléculas de acido nucleico pueden estar comprendidas en
vectores adecuados, inter alia, vectores de expresién de gen. Dicho vector puede ser, por ejemplo, un plasmido,
césmido, virus, bacteriéfago u otro vector utilizado por ejemplo convencionalmente en ingenieria genética, y puede
comprender genes adicionales tales como genes marcadores que permite la seleccion de dicho vector en una célula
anfitriona adecuada y bajo condiciones adecuadas.

Adicionalmente, los vectores, adicionalmente a las secuencias de acido nucleico que codifican RGM o sus
inhibidores correspondientes, pueden comprender los elementos de control de expresion, que permite la expresion
apropiada de las regiones codificantes en células anfitrionas o tejidos adecuados. Dichos elementos de control se
conocen por el artesano y pueden incluir un promotor, codén de inicio de traduccion, sitio de insercion y traduccién
para introducir un inserto dentro del vector. Preferiblemente, la molécula de acido nucleico de la invencion se liga
operativamente a dichas secuencias de control de expresion que permiten expresiéon en células (eucaridticas).
Particularmente se prefieren en este contexto las secuencias de control que permiten la expresién correcta en las
células neuronales y/o células derivadas de tejido nervioso.

Los elementos de control que aseguran la expresion en las células eucaridticas se conocen bien por aquellos
expertos en la técnica. Como se menciond anteriormente, estos comprenden usualmente las secuencias
reguladoras que aseguran el inicio de la transcripcion y opcionalmente las sefales poli-A aseguran la terminacién de
la transcripcion y la estabilizacion del transcripto. Los elementos reguladores adicionales pueden incluir mejoradores
transcripcionales asi como también mejoradores traduccionales, y/o regiones promotoras heterélogas o asociadas
en forma natural. Posiblemente los elementos reguladores que permiten la expresion en por ejemplo células
anfitrionas de mamifero comprenden el promotor de quinasa timidina CMV- HSV, SV40, promotor RSV (virus de
sarcoma Rous), promotor del factor 1a de elongacién humano, mejorador CMV, promotor quinasa CaM o mejorador
SV40. Para la expresion por ejemplo en el tejido nervioso y/o células derivadas del mismo, se conocen bien en la
técnica diversas secuencias reguladoras, como la secuencia promotora minima del neurofilamento L humano
(Charron, J. Biol. Chem 270 (1995), 25739-25745). A pesar que los elementos son responsables para el inicio de la
transcripcion dichos elementos reguladores también pueden comprender sefiales de terminacion de transcripcion,
tales como sitio SV40-poli-A o el sitio tk-poli- A, en la direccién 3’ del polinucleétido. En este contexto, los vectores
de expresién adecuados se conocen en la técnica tales como el vector de expresion pcDV de cADN 10kayama-Berg
(Pharmacia), pRc/CMV, pcDNA1, pcDNA3 (In-Vitrogene, como se utiliza, inter alia en los ejemplos adjuntos),
pSPORT1 (GIBCO BRL) o pPGEMHE (Promega), ademas de las moléculas de acido nucleico definidas aqui, el vector
puede comprender adicionalmente secuencias de acido nucleico que codifican las sefiales de secreciéon. Dichas
secuencias se conocen bien por el experto en la técnica. Adicionalmente, dependiendo del sistema de expresion que
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las utiliza secuencias lideres capaces de dirigir la proteina/(poli)péptido a un compartimiento celular se puede
agregar a la secuencia codificante de las moléculas de acido nucleico de la invencién y se conocen bien en la
técnica. Las secuencias lideres se ensamblan en fase apropiada con las secuencias de traduccion, inicio y
terminacion, y preferiblemente, una secuencia lider capaz de dirigir la secrecion de la proteina traducida, o una parte
de la misma. Como se menciond aqui anteriormente, dicho vector también puede ser, ademas de un vector de
expresion, un vector de modificacion genética y/o transferencia de gen. La terapia de gen, que se basa en introducir
genes terapéuticos en células mediante técnicas ex-vivo o in-vivo es una de las aplicaciones mas importantes de la
transferencia de gen. Los vectores adecuados, sistemas de vector y métodos para terapia de gen in-vitro o in-vivo se
describen en la literatura y se conocen por el experto en la técnica; ver, por ejemplo, Giordano, Nature Medicine 2
(1996), 534-539; Schaper, Circ. Res. 79 (1996), 911-919; Anderson, Science 256 (1992), 808-813, Isner, Lancet 348
(1996), 370-374; Muhlhauser, Circ. Res. 77 (1995), 1077-1086; Wang, Nature Medicine 2 (1996), 714-716; WO
94/29469; WO 97/00957, Schaper, Current Opinion in Biotechnology 7 (1996), 635-640 Verma, Nature 389 (1997),
239-242 WO 94/29469, WO 97/00957, US 5,580,859, US 589,66 o US 4,394,448 y referencias citadas alli. En
particular, dichos vectores y/o sistemas de suministro de gen también se describen en métodos de terapia de gen en
tejido neuroldgico/células (ver, inter alia Bldmer, J. Virology 71 (1997) 6641-6649) o en el hipotalamo (ver, inter alia,
Geddes, Front Neuroendocrinol. 20 (1999), 296-316 o Geddes, Nat. Med. 3 (1997), 1402-1404). Las construcciones
de terapia de gen adecuadas adicionales para uso en células neuroldgicas/tejidos se conocen en la técnica, por
ejemplo en Meier (1999), J. Neuropathol. Exp. Neurol. 58, 1099-1110. Las moléculas de &acido nucleico y los
vectores de la invencion se pueden disefiar para la introduccion directa o para introduccién por medio de liposomas,
vectores viricos (por ejemplo adenoviricos, retroviricos), electroporacion, sistemas de suministro balisticos (por
ejemplo pistola de genes) u otros sistemas de suministro en la célula. Adicionalmente, se puede utilizar un sistema
baculovirico como el sistema de expresion eucariotico para las moléculas de acido nucleico descritas aqui.

Los términos "tratamiento", "tratar” y similares como se utilizan aqui significa que obtienen de manera general un
efecto farmacoldgico y/o fisiologico deseado. El efecto puede ser profilactico en términos de evitar completamente o
parcialmente una enfermedad o sintoma de la misma y/o puede ser terapéutico en términos de curar parcialmente o
completamente una enfermedad y/o efecto adverso atribuido a la enfermedad. El término "tratamiento" como se
utiliza aqui cubre cualquier tratamiento de una enfermedad en un mamifero, particularmente un humano, e incluye:
(a) evitar que la enfermedad ocurra en un sujeto que se puede predisponer a la enfermedad pero que todavia no se
ha diagnosticado que la tiene; (b) inhibir la enfermedad, es decir contrarrestar su desarrollo; o (c) aliviar la
enfermedad, es decir provocar la regresion de la enfermedad.

En todavia otra realizacion, la presente invencién proporciona el uso de un polipéptido (RGM) y/o un polipéptido que
tiene o comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NOs 18, 20, 23 o 25 o de un polinucleétido que
codifica dicho polipéptido como un marcador de mastocitos. Debido a que se prevé que los mastocitos asi como
también sus células progenitoras no diferenciadas expresan RGM, el RGM y/o sus fragmentos funcionales o
derivados se pueden emplear para influenciar el patrén de diferenciacién/ diferenciacion de dichos mastocitos.

Adicionalmente se prevé que los anticuerpos dirigidos contra los RGM, en particular dirigidos contra los polipéptidos
descritos aqui o que comprenden la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NOs 18, 20, 23 o 25 se pueden
emplear para influenciar la diferenciacién de mastocitos (neuronales) y células progenitoras (neuronales). Se prefiere
particularmente que dichos anticuerpos (asi como también otros inhibidores RGM y/o moléculas de unién a RGM) se
empleen para marcar selectivamente los mastocitos. Por lo tanto estos reactivos se pueden emplear como
marcadores para los mastocitos. También se prevé que los péptidos o derivados se emplean en dicho propdsito.

En una realizacion particularmente preferida de la presente invencion, el polipéptido y/o fragmento del mismo que
comprende o tiene una secuencia de aminoacidos como se describe en las SEQ ID NOs 18, 20, 23 o 25 y/o es una
molécula RGM que se va a utilizar de acuerdo con la invencién es una molécula soluble es decir no es una molécula
unida a membrana. Como se muestra en Davis (1994), Science 266, 816-819 las efrinas, en particular A-efrinas, no
son activas en forma monomérica, soluble. En contraste, los RGM solubles son activos y pueden funcionar sin
ningin RGM de adhesién de membrana, en contraste a las efrinas, es capaz de autoformacién de los dimeros y/o de
la formacion de agregados mayores. La invencion también proporciona el uso de una molécula RGM y/o un
polipéptido que tiene o comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NOs 18, 20, 23 o 25 o de un
fragmento funcional o derivado del mismo o de un polinucledtido que codifica dicho polipéptido o un fragmento o un
derivado para la preparacion de una composicion farmacéutica para aliviar, evitar y/o tratar trastornos homeostaticos
y/o de hemorragia y/o dafio vascular. Se prevé, sin estar limitado por la teoria, que los RGM, debido a su homologia
estructural al factor von-Willebrand (vVWF), se deben emplear en el tratamiento de dichos trastornos/enfermedades.
Adicionalmente, se prevé que el RGM puede interactuar con un factor von-Willebrand y que dicha molécula, por lo
tanto, influencia la actividad de vWF. Adicionalmente, los inhibidores como se define aqui se deben emplear en
trastornos cuando las células inmunes invaden el cerebro, como esclerosis multiple, encefalomielitis diseminada.

La presente invencién también proporciona el uso de un anticuerpo o un aptamero capaz de unirse a un polipéptido
que tiene o comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NOs 18, 20, 23 o 25 o de una molécula de acidos
nucleicos capaz de interactuar con un polinucleétido que codifica dicho polipéptido para la preparacion de una
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composicion diagnostica para detectar trastornos neurolégicos y/o neurodegenerativos o disposiciones de los
mismos.

La composiciéon diagndstica se puede utilizar, inter alia, para métodos para determinar la expresion de los acido
nucleicos que codifican los polipéptidos RGM al detectar, inter alia, la presencia del mARN correspondiente que
comprende el aislamiento del ARN de una célula, que pone en contacto el ARN asi obtenido con una sonda de acido
nucleico como se describio anteriormente bajo condiciones de hibridacion, y detectar la presencia de los mARN que
hibridan la sonda.

Adicionalmente, se pueden detectar las mutaciones y/o alteraciones correspondientes. Adicionalmente, se pueden
detectar los (poli)péptidos RGM con los métodos conocidos en la técnica, que comprenden, inter alia, métodos
inmunolégicos, como, ELISA o Western blot.

La composicion diagnéstica de la invencidon se puede utilizar, inter alia, en detectar la prevalencia, el inicio o la
evolucién de una enfermedad relacionada con la expresion aberrante de un polipéptido RGM. De acuerdo con lo
anterior, se puede utilizar la composicién diagndstica de la invencion, inter alia, para evaluar la prevalencia, el inicio
y/o el estado de la enfermedad de trastornos neurolégicos, neurodegenerativos y/o inflamatorios, como se definié
aqui anteriormente. También se contempla que los anticuerpos anti-RGM, aptameros etc. y composiciones que
comprenden dichos anticuerpos, aptameros, etc. pueden ser utiles en discriminar las etapas de una enfermedad.

La composicion diagndstica comprende opcionalmente medios adecuados para la deteccion. Las moléculas de acido
nucleico, vectores, anticuerpos, (poli)péptidos, descritos anteriormente son, por ejemplo, adecuados para uso en
inmunoensayos en los que se pueden utilizar en fase liquida o unir a un portador de fase sdlida. Ejemplos de
portadores bien conocidos incluyen vidrio, poliestireno, cloruro polivinilico, polipropileno, polietileno, policarbonato,
dextrano, nylon, amilosas, celulosas naturales y modificadas, poliacrilamidas, agarosas, y magnetita. La naturaleza
del portador puede ser soluble o insoluble para los propésitos de la invencion. Los portadores de fase sélida se
conocen por aquellos expertos en la técnica y pueden comprender glébulos de poliestireno, glébulos de latex,
gldbulos magnéticos, particulas de metal coloides, vidrio y/o chips de silicio y superficies, tiras de nitrocelulosa,
membranas, laminas, duracitos y las paredes de los pozos de una bandeja de reaccion, tubos plasticos u otros tubos
de prueba. Los métodos adecuados para inmovilizar las moléculas de acido nucleico, vectores, anfitriones,
anticuerpos, (poli)péptidos, proteinas de fusion etc. en fases sdlidas incluyen pero no se limitan a interacciones
iénicas, hidrofobas, convalentes y similares. Ejemplos de inmunoensayos que pueden utilizar dichos compuestos de
la invencién son inmunoensayos competitivos y no competitivos en un formato directo o indirecto. Los ensayos de
deteccién comunmente utilizados pueden comprender métodos radioisotdpicos o no radioisotépicos. Ejemplos de
dichos inmunoensayos son el radioinmunoensayo (RIA), ensayo tipo sandwich (ensayo inmunométrico) y el ensayo
Northern o Southern blot. Adicionalmente, estos métodos de deteccién comprenden, inter alia, IRMA (Inmuno
Ensayo Radioinmunomeétrico), EIA (Inmuno Ensayo de Enzima), ELISA (Inmuno Ensayo Ligado a Enzima), FIA
(Inmuno Ensayo Fluorescente), y CLIA (Inmuno Ensayo Quimioluminiscente). Adicionalmente, los compuestos
diagnésticos de la presente invencion se pueden emplear en técnicas como ensayos FRET (Transferencia de
Energia de Resonancia de Fluorescencia).

Las secuencias de acido nucleicos que codifican los RGM de otras especies asi como también variantes de RGM
son facilmente deducibles de la informacién proporcionada aqui. Estas secuencias de &acidos nucleicos son
particularmente utiles, como se sefialé aqui anteriormente, en configuracion médica y/o diagndstica, pero también
proporcionan importantes herramientas de investigacion. Estas herramientas se pueden emplear, inter alia, para la
generacion de animales transgénicos que sobreexpresan o suprimen los RGM o en donde el gen RGM se inactiva
y/o se elimina. Adicionalmente, dichas secuencias se pueden emplear para detectar y/o elucidar los patrones de
interaccion RGM y/o las moléculas unidas a y/o interferidas con los RGM.

Las Figuras muestran:

Figura 1: Fracciones de proteina RGM inducen el colapso de conos de crecimiento RGC. Las proteinas de
membrana solubilizadas de cerebros de pollo E9/E10 se cargan en dos columnas de intercambio de ién diferentes,
una columna de intercambio de anién DEAE y una columna de intercambio de catiéon. El RGM se eluye de la
columna de intercambio de cation en una concentracion NaCl de 200 - 400 mM en dos fracciones de 1 ml (4 +5) se
incorpora en vesiculas de lecitina y las vesiculas de lecitina se utilizan en experimentos de colapso con conos de
crecimiento RGC. Las fracciones que contienen RGM (4 + 5, flechas), pero no las fracciones libres de RGM inducen
colapso extensivo (>90 %) de conos de crecimiento RGC. Ni la efrina-A5 ni la efrina-A2 se pueden detectar con
anticuerpos especificos, en fracciones RGM. Los axones RGC y conos de crecimiento en laminina se tifien con
Alexa-Phalloidin. Se incuban western blot de dos geles dimensionales con el anticuerpo monoclonal F3D4, y se tifien
posteriormente mediante una proteina completa, tefiido con tinte india.

Figura 2: Analisis de gen bidimensional comparativo de proteinas tectales y secuencias RGM.
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A: Se enriquecen las membranas de tecta de pollo anterior y posterior E9/10 y se tratan con regulador (C) o con
PIPLC (E), para retirar las proteinas de anclaje GPIl. EI RGM putativo (flecha en Anterior-E + Posterior-E), una
proteina basica de division PI-PLC con un peso molecular de 33 kDa, se corta y se utiliza para espectrometria de
masa tandem de nanoelectrorrociado. Se tifien dos geles bidimensionales con plata. No se observa diferencia
anterior-posterior del candidato RGM en estos geles, esto es probablemente debido a la presencia de las otras dos
proteinas en la mancha seleccionada. B: Secuencias de péptido RGM deducidas.

Figura 3: Secuencia de nucledtidos y aminoacidos de RGM.
A. Secuencia de nucledtidos de RGM.

B. Secuencia de aminoacidos de los péptidos RGM derivados de microsecuenciamiento se resaltan en negrilla y los
péptidos utilizados para elaborar los anticuerpos policlonales se subrayan. Los sitios de N-glucosilacion potencial y
un tripéptido RGD, el sitio de adhesién celular potencial se subrayan por asteriscos.

C. Vista esquematica de la proteina RGM. Los dominios hidréfobos estan presentes en el terminal N- y C- de la
proteina. Los epitopos de los dos anticuerpos anti-RGM policlonales se demarcan.

Figura 4: El anticuerpo RGM policlonal y monoclonal reconoce la misma proteina 33 kDa.

A. El anticuerpo anti-RGM1 se une a una proteina de 33 kDa positiva a CRD de anclaje GPI (determinante que
reacciona en forma cruzada). Transferencia izquierda: un anticuerpo anti-CRD se une a una proteina de 33 kDa,
abundante baja (flecha), presente en la fraccion E (sobrenadante PI-PLC) pero no la fraccion C (sobrenadante de
control). Transferencia derecha: Tefiido Anti-RGM1 de una proteina de 33 kDa de anclaje GPI en un western blot
con sobrenadante de E9/E10 membranas de cerebro de pollo.

B. El antigeno de 33 kDa de anclaje GPI del anticuerpo anti-RGM1 es mas abundante en las membranas tectales
posteriores (pos.) que en las anteriores (ant.). Transferencia izquierda: el suero preinmune de conejo no se une a
ninguna proteina en western blots con la proteina de sobrenadante PI-PLC desde el techo anterior y posterior.
Transferencia derecha: Union de Anti-RGM1 a una proteina de 33 kDa. E = Sobrenadante PI-PLC de las
membranas tectales, C = sobrenadantes de control de las membranas tectales.

C. Anti-RGM1 y F3D4 reconocen los mismos antigenos en las membranas tectales. Transferencia izquierda: tefiido
F3D4 de proteinas de membrana tectal. Se reconocen una banda doble a 33 kDa (flecha inferior) y una banda
fuertemente visible a 35 kDa (flecha superior). Transferencia derecha: el tefiido anti-RGM1, revela el mismo patrén
de tefido con antigenos de 33 y 35 kDa (flechas). Contrario a la fraccion de membrana, en donde se observan 3
bandas de proteina diferentes, solo se detecta una banda en la mayor parte de western blot con sobrenadantes PI-
PLC. Para la deteccién en los western blot, se utiliza un anticuerpo conjugado con fosfatasa alcalina, secundario y
se utiliza NBT (nitro tetrazolio azul) y BCIP (bromocloroindolil fosfato) para la reaccion de color.

Figura 5: La sonda anticodificante RGM hibrida a un mARN con expresion gradual a lo largo del eje anterior -
posterior. A, B: Se expresa RGM-mARN en un gradiente periventricular en el techo de un embrién de pollo E9. En
una capa mas superficial (flechas), el RGM también se expresa pero en un nivel mucho menor. El polo tectal anterior
esta a la derecha, el posterior a la izquierda. C,D: No se detecta tincién con la sonda codificante RGM, en secciones
crioestaticas paralelas de la tecta de pollos E9. El polo anterior tectal esta a la derecha, el posterior a la izquierda.

Figura 6: RGM recombinante induce el colapso de conos de crecimiento retinales.

A: Se cultivan axones RGC en cubreobjetos recubiertos con laminina y se agrega RGM recombinante purificado de
afinidad en una concentracion final de 10ng/ml. Se colapsan mas de 90 % de conos de crecimiento retinales
temporal.

B: Conexos, las fracciones libres de RGM de purificacion de afinidad no inducen colapsos de conos de crecimiento
temporales. Los sobrenadantes de las células cos-7 transfectadas con un plasmido vacio, no poseen ninguna
actividad que induce colapso (datos no mostrados). En A y B, los axones retinales y conos de crecimiento se tifien
con Alexa-Phalloidin de tefiido F-actina.

Figura 7: RGM recombinante orienta los axones retinales temporales en el ensayo de banda.

A, B: Los axones retinales temporales evitan bandas que contienen RGM (demarcadas con globos fluorescentes
rojos). Se utilizan membranas de RGM - transfectadas con células cos-7 (marcados con globos) y las membranas
tectales anteriores para preparar redes con bandas.
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C, D: Los axones retinales temporales no muestran ninguna reaccion de evacion, cuando se utilizan las membranas
de células cos-7, transfectadas con un plasmido vacio (globos rojos). En A - D, las redes de membrana de bandas
se recubren adicionalmente con laminina para mejorar el crecimiento de axoén retinal de acuerdo con un protocolo
previo (Monschau et al. 1997).

Figura 8: Tincién RGM en endotelio de cerebro (humano).

Se detecta inmunoreactividad dRGM en células de musculo liso endoteliales y vasculares (SMC), ambas, en
cerebros de control no alterados neuropatolégicos, saludables y cerebros lesionados, lo que sugiere una funcién
constitutiva, fisiolégica en la homeostasis vascular.

Figura 9: Expresion RGM en una lesion de un humano que ha muerto debido a lesion cerebral severa (1-2 horas
después de su muerte). La expresion RGM en células infiltradas del sistema inmune. La regulacién por aumento de
la expresion celular RGM se correlaciona con el curso de tiempo y la aparicién de leucocitos infiltrados y la
activacion de microglia /macrofagos después de lesion (Stoll et al., 1998). Después de lesién (hasta 2.5 dias), se
encuentra inmunoreactividad RGM en leucocitos de origen granulocitico, monocitico y linfocitico en recipientes
dentro del tejido isquémico. Paralelo a la formaciéon de edema, hasta 1-7 dias, se encuentran células RGM positivas
se encuentra extravasacion al exterior de las paredes vasculares en el parénquima isquémico lesionado focal. En las
regiones perivasculares, las células RGM positivas forman grupos en los espacios Virchow-Robin del dia 1-7, las
cuales decrecieron posteriormente. Estas células peri-vasculares, también denominadas como células adventicias o
periteliales son caracteristicamente células inmunitarias alertas (Kato and Walz, 2000; Streit et al., 1999).

Fig. 10: expresiéon RGM en una lesion cerebral (humana).

Con tiempo aumentado después de lesidon cerebral, la mayoria de cambios destacables corresponden a areas de
inicio de la formacién de cicatrices. En estas areas, las laminas RGM positivas extracelulares bien definidas y los
fibroblastoides RGM positivos y las células astrociticas reactivas se condensan visibles adyacentes a la zona limite.
Estas ldminas RGM positivas aumentan en magnitud y se extienden regionales durante el tiempo.

Los Ejemplos ilustran la invencion.
Ejemplo I: Microsecuenciamiento de un candidato RGM

Para separar el RGM de las A-efrinas, se emplea una combinaciéon de dos columnas de intercambio de ion
diferentes. RGM, en contraste a las efrinas A, se une a un intercambiador de cation fuerte y se eluye en una
concentracion de sal de 200 - 400 mM NaCl. Después de la incorporacion de RGM en vesiculas de lecitina, se
observa actividad que induce colapso fuerte en las fracciones RGM (fracciones 4+5, Figura 1) pero no en las
fracciones libres de RGM vecinas (fraccion 6, Figura 1). Ni la efrina A5 ni la efrina A2 estan presentes en estas
fracciones, proporcionando por lo tanto que la funcién RGM no requiere la presencia de las efrinas A.

Para obtener las secuencias de péptido de RGM, el microsecuenciamiento de todas las proteinas, (se lleva a cabo
dividido a partir de la membrana mediante tratamiento con la enzima PI-PLC y que tiene un peso molecular de 30 -
35 kDa y un punto isoeléctrico entre 7 y 9). Para este objetivo, las membranas anterior y posterior de la tecta
embrionaria de pollo (E9/10) se preparan con algunas modificaciones como se describié previamente (Walter,
Development 101, (1987), 685-96) y los glébulos de membrana se someten a tratamiento con la enzima PI-PLC
(fraccion E) o regulador solo (fraccion C). En particular, las membranas de tecta embrionaria de pollo (E9/10) se
preparan con algunas modificaciones como se describid previamente (Walter et al., 1987). Todas las etapas se
realizan a 4° C. Se aisla la tecta de 100 embriones de pollo y se divide en tres partes iguales de longitud a lo largo
del eje anterior-posterior. Las partes tectales medias se desechan y las partes anterior y posterior se trabajan en
forma separada. Las membranas se lavan con PBS que contiene los inhibidores de proteasa y se centrifugan. Los
sedimentos de membrana tectal se resuspenden en regulador de trietanolamina y se tratan con la enzima PI-PLC
(50 mU Boehringer Mannheim/ Roche Diagnostics GmbH), para retirar las proteinas de anclaje de
glucosilfosfatidilinositol (anclaje GPI) de las membranas. No se agrega PI-PLC a las otras fracciones de membrana
tectal anterior y posterior, las fracciones de control (C). Las fracciones de enzima (E) y control (C) se incuban a 37°
C durante 1.5 horas y las suspensiones de membrana se centrifugan a 400.000 xg en un rotor Beckmann TLA 100.3.
Se recolectan los sobrenadantes y se determinan sus concentraciones de proteina (Bradford 1976, modificado por
Zor y Selinger, 1996). Los sobrenadantes se precipitan con 10% de acido tricloroacético enfriado en hielo, se
centrifugan y los glébulos de proteina se lavan con etanol-éter (1:1 v/v) y se solubilizan en regulador de muestra (8.5
M urea, 5 % de B-mercaptoetanol, 2.5 % de amfolitos pH 3-10, 2 % de NP 40). Se cargan las fracciones E y
fracciones C en geles bidimensionales, y después de proteinas candidatas de tefido plata en las fracciones E
(Figura 2A, fecha) se cortan y se someten a digestion triptica en gel y ionizacion de nanoelectrorrociado (Wilm,
Nature 379 (1996), 466-9).
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En detalle, dicho electroforesis en gel 2D y el analisis de secuencia de proteina se lleva a cabo como se bosqueja
aqui adelante:

las proteinas tectales se resuspenden en regulador de muestra, se separan utilizando electroforesis en gel
bidimensional. Se carga 20 ug de proteina tectal en cada gel. Se realiza electroforesis de gradiente de pH sin
equilibrio (NEPHGE) seguido por SDS-PAGE en la segunda dimensién como se describe por Boxberg (1988).
Después de SDS PAGE, los geles se tifien mediante protocolo de tincién plata modificado de Heukeshoven and
Demick (Heukeshoven & Demick, Electrophoresis 9, (1988), 372-375).

Las proteinas tefiidas con plata en los geles 2D, con un punto isoeléctrico basico y un peso molecular de 33/35 kDa,
presente en la fraccion E tratada con PI-PLC pero no en la fraccion C, se cortan utilizando un bisturi estéril y afilado.
Se hace microsecuenciamiento utilizando la técnica de espectrometria de masa de nano-electrorrociado en tandem
como se describioé previamente (Wilm et al., 1996). Las manchas de proteina se digieren en gel mediante tripsina y
los péptidos resultantes se adsorben y se eluyen en forma de etapas en la fuente de electrorrociado para analisis
espectral de masa. Se realiza nanoelectrorrociado en un espectrometro de masa API Ill (Perkin-Elmer) como se
describe por Wilm and Mann (Wilm & Mann, Anal. Chem. 68 (1996), 1-8). Después de seleccionar un péptido
ibnizado de la mezcla de péptido, el péptido se fragmenta y los fragmentos de péptido se analizan. El
microsecuenciamiento espectrométrico de masa de los péptidos ionizados de la mancha marcada por las flechas en
la figura 2, produce diez péptidos diferentes, con longitudes de 5 - 14 aminoacidos como se muestra en la Figura 2B;
(la mancha seleccionada en la SEQ ID NOs, esta presente en los sobrenadantes anterior y posterior PI-PLC en
niveles similares. EI RGM es sin embargo mas abundante en membranas tectales posteriores que en membranas
anteriores y la desaparicion de la diferencia ap en los geles 2D se provoca de manera similar por dos proteinas
diferentes no relacionadas con RGM vy esta presente en la mancha seleccionada.

Ejemplo II: Clonacion del Gen RGM

Se utilizan tres de las diez secuencias de péptido (SEQ ID NOs 1 a 10) obtenidas en espectrometria de masa de
nanoelectrorrociado en tandem para la sintesis de cebadores de oligonucleétido degenerados y se realizan
experimentos PCR como sigue: Se utilizan tres de las diez secuencias de péptido obtenidas mediante
espectrometria de masa de nanoelectrorrociado en tandem para la sintesis de cebadores de oligonucleétido
degenerados y sus secuencias complementarias.

P1F: 5-~ATGCC(AGCT)GA(AG)GA(AG)GT(AGCT)GT(AGCT)-3' (SEQ ID NO:11)

P1R: 5-TT(AGCT)AC(AGCT)AC(CT)TC(CT)TC(AGCT)GGCAT-3' (SEQ ID NO:12)
P2F: 5-GA(CT)AC(AGCT)TT(CT)CA(AG)AC(AGCT)TG(CT)AA-3' (SEQ ID NO:13)
P2R: 5-TT(AG)CA(AGCT)GT(CT)TG(AG)AA(AGCT)GT(AG)TC-3' (SEQ ID NO:14)
P3F: 5-AA(CT)CA(AG)CA(AG)(CT)T(AGCT)GA(CT)TT(CT)CA-3' (SEQ ID NO:15)
P3R: 5-TG(AG)AA(AG)TC(AGCT)A(AG)(CT)TG(CT)TG(AG)TT-3' (SEQ ID NO:16)

Se utilizan cebadores de hexamero aleatorios y de transcriptasa de virus inverso de murino Moloney para sintetizar
el cADN de hebra sencilla de ARN total de tectum de pollos E9. Se agregan combinaciones de cebadores delantero
(F) e inverso (R) al cADN y se hace amplificacion PCR utilizando polimerasa Tag. Se utilizan las siguientes
condiciones PCR: una etapa de desnaturalizacion inicial a 95° C durante 5 min seguido por 30 ciclos de 95° C
durante 40 s, 50° C durante 1 min, 72° C durante 2 min. Se clonan los productos PCR en el vector T pGEM
(Promega) y se secuencias cuatro clones positivos utilizando el secuenciador que expresa ALF (Pharmacia). La
secuencia produce un ORF, que contiene la mayor parte de las secuencias de péptido obtenidas mediante
microsecuenciamiento. Se utiliza el fragmento 459 bp para detectar una coleccion de cADN para obtener la
secuencia de longitud completa y para analisis adicional tal como hibridacion in situ Northern blot. Los productos
PCR se cargan en geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio y se obtiene y se clona un producto PCR de 459
bp de longitud, en el vector T pGEM. Después de secuenciamiento, se encuentra que la mayor parte de las
secuencias de péptidos en el producto PCR, confirma que se amplifica el candidato correcto. Se utiliza el fragmento
459 bp para detectar una coleccion de cADN de cerebro de pollo E14. Los clones positivos contienen un inserto de
aproximadamente 4 kb y el secuenciamiento confirma la presencia del fragmento 459 bp y las secuencias en la
direccién 3’ adicionales, que incluyen un codon de parada. Se obtienen secuencias en la direccién 5’ al realizar 5'-
RACE. En detalle, se utiliza la sonda 459 bp para detectar 500.000 placas de una coleccion de cerebro de pollo E14,
clonada en el vector A Zap. Después de dos rondas de deteccion, se aislan ocho placas unicas y se clonan los
insertos relacionados en el vector Bluescript utilizando el equipo de incision rapido (Stratagene). Los clones
positivos, analizados mediante digestiones de restriccion, contienen un inserto de aproximadamente 4 kb y el
secuenciamiento confirma la presencia del fragmento 459 bp y las secuencias en la direccion 3’ adicionales, que
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incluyen un codoén de parada. Para obtener la secuencia de la region en la direccion 5’ del fragmento 459 bp, se
realiza un 5’-RACE de acuerdo con el protocolo del fabricante utilizando el equipo RACE de Boehringer Mannheim y
ARN total de tecta de pollo E9. Se amplifica una banda de 700 bp, se purifica, se clona en el vector T pGEM, y se
secuencian 5 clones positivos. La secuencia tiene un ORF con dos metioninas que podrian actuar como sitios de
inicio potenciales. La secuencia de longitud completa de RGM se confirma independientemente varias veces. Para
experimentos in situ y Northern blot, se clona el fragmento 459 bp en el vector Bluescript KS (Stratagene) y se
producen sondas anti-codificantes y codificantes al utilizar las polimerasas SP6 y T7, respectivamente. Este 5-RACE
produce un ORF con dos metioninas, sitios de inicio potencial. EI ORF completo de RGM tiene 1302 nucledtidos de
longitud y codifica una proteina que consiste de 434 aminoacidos (Figura 3A; SEQ ID NO: 17). Estan presentes dos
dominios hidréfobos en el terminal N y el terminal C, respectivamente (Figura 3B; SEQ ID NO: 18), y dos algoritmos
diferentes sugieren que el dominio hidréfobo de terminal N codifica un péptido de sefal (mejor sitio de divisidon
predicho: a aa 29), el dominio de terminal C, un dominio de anclaje GPI (mejor sitio de divisién predicho: a aa 406).
El RGM no tiene homologia significativa en cualquier otra proteina, presente en las bases de datos y no lleva ningun
dominio o motivo especifico, excepto un motivo de triaminoacido, el sitio RGD, un sitio de adhesiéon celular potencial
(Ruoshlahti, Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 12 (1996), 697-715). Los resultados preliminares sugieren que este sitio es
dispensable para la funcion RGM. Los anticuerpos policlonales, llamados anti-RGM1 (contra aas: 276 - 293) y anti-
RGM2 (contra aas: 110 - 130), se elevan contra dos péptidos de la molécula recombinante RGM, reconocen una
molécula de 33 kDa de anclaje GPI, que esta presente en niveles mayores en los sobrenadantes PI-PLC de la
membrana tectal posterior que en el anterior (Fig. 4A). En las fracciones de membrana por lo menos aparecen tres
bandas de proteina, una banda doble a 33 kDa y una banda sencilla a 35 kDa. Estas bandas de proteina se
reconocen por el anticuerpo policlonal anti-RGM1 y el anticuerpo monoclonal F3D4 (Mller (1996), loc. cit) (Figura
4B). Ambos anticuerpos muestran patrones de tefiido idénticos en experimentos western blot y de
inmunoprecipitacion con anti-RGM que resulta en el derribo de una proteina positiva F3D4, de anclaje GPI. Estos
resultados prueban, que los antigenos del anticuerpo monoclonal F3D4 y del anticuerpo policlonal anti-RGM1 son
idénticos. EI RGM es el primer miembro de una nueva clase de moléculas orientadas de axén, que no comparten
homologia de secuencia con efrinas, netrinas, semaforinas y cualesquier otras moléculas orientadas de axén.

La secuencia RGM humana correspondiente (SEQ ID NO: 20) se puede deducir mediante deteccion en la base de
datos de genoma humano con la secuencia RGM de pollo deducida.

Ejemplo lll: MARN RGM se expresa en un gradiente en el techo dptico

Para analizar la expresion de RGM-mARN en el techo 6ptico, se utiliza una sonda anticodificante RGM en
experimentos de hibridacion in situ en secciones crioestaticas de tecta de pollo E9. Se observa tefiido mas fuerte en
la capa periventricular, que rodea el ventriculo tectal y la intensidad del tefiido es mucho mas fuerte en el techo
posterior que en el techo anterior techo (Fig. 5A, B). Los cuerpos celulares de neurogliocitos radiales se ubican en la
capa periventricular y el patron de tincion confirma los datos previos utilizando el anticuerpo monoclonal F3D4,
cuando se observa el tefiido de “glial endfeet” y de cuerpos neurogliocitos (Mueller; (1996), loc. cit.; Mueller, (1997),
loc. cit.). En una capa mas superficial, se detecta una tincién mas débil con la sonda anticodificante RGM pero una
expresion diferencial entre los polos tectales anterior y posterior es fuerte para detectar en esta capa. En estas
neuronas tectales de capa son RGM positivas. Esto es en linea con la expresion de RGM mediante una
subpoblacién de neuronas tectales. En general, el patrén de tincion con la sonda anticodificante RGM es muy similar
al patron de expresion de efrina-A5 con ambos mensajes se encuentra en una capa periventricular y en una capa
tectal mas superficial. No se detecta tincion con la sonda codificante RGM. En northern blot con ARN tectal, la sonda
anticodificante RGM marca dos transcriptos a 5.5 y 6.1 kb. Ambos mensajes se regulan por disminucion en E14 con
el mensaje mas pequefio que no es muy detectable y el transcripto mas grande que esta claramente presente, pero
a niveles menores. El RGM es activo en ensayos in vitro y muestra una expresion gradual en el techo 6ptico de los
vertebrados. Con base en los datos Southern blot se asume que existen por lo menos dos miembros de la familia
adicionales que pueden tener actividad orientada similar. (ver Figura 11)

Ejemplo IV: RGM Recombinante es Activo en Ensayo de Colapso y Banda

Para analizar la funcidon del RGM recombinante, se utiliza cADN RGM de longitud completa para transfectar células
cos-7 con un procedimiento de lipofeccion. EIl cADN RGM de longitud completa se clona en el sitio Kpnl del vector de
expresion pTriEx-1 (Novagen). Se transfectan las células cos-7 con el plasmido pTriEx-1 que contiene cADN RGM o
con el plasmido vacio utilizando el reactivo de transfeccién Superfect (Qiagen) de acuerdo con el protocolo del
fabricante. Se agrega mezcla de ADN-Superfect a células Cos-7 que crecen en platos de 10 cm. Se retira el medio 2
horas después, las células se lavan con PBS y se cultivan durante 48 horas adicionales en medio fresco. Se
recolecta el medio acondicionado, que escurre de una columna de afinidad RGM vy las fracciones que contienen
RGM vy se utilizan directamente las fracciones de control libres de RGM en experimentos de ensayo de colapso. Para
experimentos de ensayo de banda, se lavan las células Cos-7 transfectadas con RGM vy las células transfectadas de
plasmido vacio con PBS y se cosechan utilizando una espatula de goma en la presencia de regulador de
homogenizacion que contiene inhibidores proteasa. El medio acondicionado de células cos-7 transfectadas con el
plasmido RGM-pTriEx-1 se recolecta y escurre de una columna de anticuerpo anti-RGM1. Se evaluan las fracciones
eluidas con un ensayo dot blot rapido y sensible y se agregan fracciones RGM positivas a los axones retinales que
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crecen en un sustrato de laminina. En una concentracion final de 10 ng/ml, el RGM soluble induce colapso de 90 %
de conos de crecimiento RGC temporales (Figura 6A). Las fracciones libres de RGM o los sobrenadantes
condicionados y concentrados vecinos de células cos-7 transfectadas con el plasmido vacio no poseen ninguna
actividad que induce colapso (Fig. 6B). EI RGM recombinante que es activo en forma soluble, es una diferencia
fuerte entre RGM vy las efrinas A y sugiere una funciéon para un mecanismo quimiotropico, en el establecimiento del
mapa retinotectal. Para la preparacion de redes de membrana de bandas, se utilizan las membranas de RGM- o
células simuladamente transfectadas. Las redes consisten de las lineas alternas de membranas de las células cos-7
simuladamente transfectadas y de células transfectadas RGM se ofrecen a los axones RGC temporales y nasales.
Para mejorar la actividad que estimula la pobre excrecencia de las membranas cos-7, se agregan las membranas
tectales anteriores o laminina. Se preparan el ensayo de colapso y los ensayos de banda y se emplean como sigue:
Se realiza el ensayo de colapso como se describe (Cox, (1990), loc. cit.; Wahl, J. Cell Biol. 149(2) (2000), 263-70).
Se agrega 5 pl de la fraccion RGM positiva del sobrenadante RGM-cos o el sobrenadante de las células cos de
control o las fracciones libres de RGM, a los cultivos retinales. Se fijan cultivos una hora después al agregar
cuidadosamente 1 ml de fijador (4% de paraformaldehido, 0.33 M sacarosa, pH 7.4). 4 - 12 horas después, se lavan
los cultivos y se tiien mediante Alexa-Phalloidin (Molecular Probes), siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Se almacenan cultivos refiidos en un ordenador utilizando una camara CCD y las imagenes se analizan con el
software de formacion de imagenes de analisis SIS. Se realizan experimentos de ensayo de banda como se
describié previamente por Walter et al. (1987). Las redes de membrana consisten de las lineas de las membranas
tectales anteriores mezcladas con las membranas de células cos transfectadas con RGM (relacion: 1:1), que alterna
con las lineas que consisten de las membranas anteriores mezcladas con las membranas de las células cos
transfectadas de plasmido vacio (relacion 1: 1). En un protocolo alternativo, las redes de membrana que consisten
de lineas alternas de membranas de células cos transfectadas RGM y de membranas cos de control, se incuban
durante 2 horas a 37° C con 20 pg/ml de laminina (Becton-Dickinson). Ante de uso, las rede se lavan con regulador
de Hank (2x). En estas redes, los axones temporales RGC, pero no los axones nasales, muestran un
comportamiento de evasion repulsivo claro, que crece en bandas de membrana libres de RGM (Fig. 7 A - D). Estos
resultados demuestran, que la proteina recombinante no solo es activa en colapso sino también en ensayos de
bandas. El RGM comparte con las efrinas A A2 y A5 de anclaje GPI, la expresion gradual y la actividad funcional en
dos sistemas in vitro diferentes. Su actividad es sin embargo diferente de las dos efrinas A en otros aspectos. La
especificidad de su actividad no se restringe a axones temporales y conos de crecimiento. Los axones nasales y
conos de crecimiento también reaccionan, pero en concentraciones RGM mayores. Esto esta en linea con las
observaciones previas, que los axones retinales temporales reaccionan mas fuertemente con RGM que los axones
nasales retinales (Stahl, (1990), loc.cit). Para la efrina A5, se ha observado una ligera diferencia en la sensibilidad de
los axones temporales y nasales retinales, esta diferencia sin embargo no se pronuncia tanto como con RGM
(Drescher, Cell 82 (1995), 359-70). A pesar de la dependencia de concentracion mas fuerte de la funcion RGM, ofra
diferencia crucial es que RGM, en contraste a efrina A5 y efrina A2, parece ser activa en forma soluble y
evidentemente no requiere agregacion para estimular su receptor retinal actualmente desconocido. Estos resultados
in vitro destacan la diferencia entre las efrinas y RGM. En el ensayo de banda, la inactivacion de RGM utilizando el
anticuerpo monoclonal F3D4 y el método de inactivacion laser asistido por cromoforo (CALI), resulta en la
neutralizacion completa de las actividades orientadas repulsivas de las membranas posteriores tectales en mas de
50 % de los experimentos (Mueller, (1996), loc. cit.). Sin embargo el F3D4 no se une a efrina A2 ni a efrina A5
(Mueller, (1997), loc. cit.) y por lo tanto se sugiere que las efrinas A y RGM interactian algunas veces en dominios
de membrana especiales en los que estan vinculados por sus anclajes GPI. Dicha una colocalizaciéon puede explicar
el resultado, de que la inactivacién de RGM conduce adicionalmente a la inactivacidon de la efrina A2 y efrina A5 y
puede explicar la neutralizacién completa observada en los experimentos de ensayo de banda (Mueller, (1996), loc.
cit.). La relacion funcional de RGM con efrina A2 y efrina A5 y la funcién in vivo de RGM necesita ser dirigida, debido
especialmente a se ha mostrado que ambas efrinas son determinantes moleculares importantes para la formacién
del mapa topografico en los vertebrados (Nakamoto, Cell 86 (1996), 755-66; Frisen, Neuron 20 (1998), 235-43;
Feldheim, Neuron 21 (1998), 563-74; Picker. Development 126 (1999), 2967-78; Feldheim, Neuron 25 (2000), 563-
74; Brown, Cell 102 (2000), 77-88). Sin embargo existen evidencias de dos vertebrados, que sugieren que otros
factores, a pesar de las efrinas, se requieren para la formacién del mapa retinotectal. La eliminacion del gen efrina
A2 o el gen efrina A5 en ratones, resulta en fenotipos mapeados con algunos axones retinales que forman las zonas
de terminacion ectopicas en el coliculo superior (SC), el homdélogo de mamifero del techo optico, y con axones
nasales retinales que sobrepasan el SC y terminan en el coliculo inferior. En ratones efrina-A2-/-, los axones
temporales muestran errores de mapeo con zonas de terminacion ectopicas, pero los axones nasales no muestran
ningun error de mapeo en contraste con los ratones efrina A5-/- que tienen defectos en el mapeo topografico de los
axones nasales pero no temporales (Frisen. (1998), loc.cit.; Feldheim, (2000), loc. cit.). La eliminacién de ambos
genes por lo tanto debe resultar en un mapeo mucho mas disturbio de los axones nasales y retinales temporales a lo
largo del eje anterior-posterior del SC. Esto se observa actualmente en homozigotos de efrina-A2-/- A5-/- de mutante
doble pero aun estaba presente un sesgo topografico de los axones nasales y temporales, con la mayoria de axones
temporales y nasales retinales confinados con sus mitades tectales anterior y posterior, respectivamente (Feldheim,
(2000), loc. cit.; Goodhill, Neuron 25 (2000), 501-3). Estos resultados indican una funcién del RGM como uno de los
factores adicionales requeridos para mapeo a lo largo del eje anterior-posterior. Dicha funcién se soporta por la alta
expresion posterior y la baja expresion anterior gradual en esta molécula en el SC de mamiferos (Mueller, (1997),
loc. cit.). El pez cebra mutante acerebella (ace) es mutante en fgf8 y carece de la region limite del mesencéfalo-
prosenceéfalo y el cerebelo (Reifers, Development 125 (1998), 2381-95; Picker, (1999), loc. cit.). Como un resultado
el techo es mucho mas pequefio en los mutantes ace que en los tipo natural y los niveles de expresion de todas las
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tres efrinas Z de pez cebra que se cambian con la efrina A2 y efrina A5a alun se expresan en niveles anteriores y
bajos en la tecta ace y con efrina A5b se elimina completamente (Picker et al., 1999). En la tecta mutante de ace, el
mapeo de los exones retinales a lo largo del eje anterior-posterior es normal en el techo dorsal y no se pierde
completamente en el techo ventral, lo que sugiere el involucramiento de otros indicaciones de orientacién gradual,
no afectados seriamente por la mutacion fgf8 en los mutantes de pez cebra ace (Picker et al., 1999). Se afecta el
patrén dorsoventral en los mutantes de pez cebra ace y los ratones transgénicos de dobles efrina A2-/- A5-/-. El
RGM, con su expresion gradual a lo largo del eje anterior-posterior del techo y su capacidad de funcionar en una
forma secretada y acoplada a membrana, es un factor importante para la formacién del mapa topografico.

Ejemplo V:
Materiales y métodos
1. Pacientes

Se incluyen 21 cerebros de pacientes con historia clinica y diagnéstico neuropatolégicamente confirmado de infartos
cerebrales focales y 25 cerebros de pacientes con lesion cerebral traumatica en este estudio. Se deriva el tejido
cerebral infartado de un banco actualizado de cerebros con apoplejia y trauma (Tabla 1, 2) reportado previamente
(Postler et al., 1997, Beschomer et al., 2000). La obtencion de tejidos de muestra se realiza de acuerdo con las
directrices éticas de la Universidad de Tuebingen. Los pacientes con estado inmune alterado debido a terapia
inmunosupresora o meningitis/encefalitis se excluyen de este estudio. Como controles, los resultados se comparan
con tejido de las areas correspondientes de 4 cerebros no isquémicos normales descritos previamente (Schwab et
al., 2000). Ademas de los datos del paciente, se utiliza tincion con hematoxilina-eosina (HE), luxol fast blue (LFB)y
hierro (Fe) para la evaluacién de las caracteristicas histolégicas tipicas definidas como indicacién estandar de infarto
(Kalimo et al., 1996) y trauma (Graham y Gennarelli, 1996).

2 Inmunohistoquimica

Después de fijacion de formaldehido y la incorporaciéon de parafina, se hierven dos secciones de 2 pm rehidratadas
(en un horno de microondas de 600W) siete veces durante 5 min en regulador de citrato (2,1 g de citrato de
sodio/litro, pH 7,4). Se inhibe la peroxidasa endégena con 1 % de H202 en metanol (1:10; 15 min). Las secciones se
incuban con 10 % de suero de porcino normal (Biochrom, Berlin, FRG) para bloquear la unién no especifica de las
inmunoglobulinas. Los anticuerpos policlonales monoespecificos dirigidos contra RGM se diluyen (1:10) en 1 % de
BSA (albumina de suero bovino) TBS (solucién de sal balanceada con Tris, que contiene 0.025 M Tris, 0.15 M NacCl)
y se incuban durante la noche a temperatura ambiente. Se detecta la unién especifica de los anticuerpos con un
fragmento de anticuerpo F(ab) IgG anticonejo de porcino biotinilado secundario 1:400 durante 30 min (DAKO,
Hamburg, FRG), seguido por incubacion con un complejo de estreptavidina-biotina conjugado con peroxidasa
(DAKO, Hamburg, FRG). La enzima se visualiza con diaminobenzidina como un cromégeno (Fluka, Neu-Ulm, FRG).
Las secciones se contratifien con Hemalaun de Mayer. Los controles negativos de las secciones se incuban en la
ausencia del anticuerpo primario. Se confirma la especificidad del anticuerpo policlonal RGM mediante inhibiciéon de
tefiido utilizando tejido cerebral isquémico humano después de pre-incubacién durante 3h en hielo con acceso del
péptido cognato RGM.

3. Experimentos de Marca Doble

En los experimentos de marca doble, primero se marca un antigeno especifico de activacion o de tipo celular
utilizando el procedimiento ABC en combinacion con conjugados de fosfatasa alcalina. Los antigenos especificos se
marcan con anticuerpos contra GFAP (proteina &cida fibrilar de neurogliocito, monoclonal, Boehringer Mannheim,
Alemania, 1:100) para detectar los astrocitos, MBP (proteina basica mielina, policlonal, oligodendrocitos, Dako,
1:500) y CD68 (Dako, 1:100) para identificacion microglia/macréfago. Se detectan microglia/macréfagos activados
con anticuerpos dirigidos contra HLA-DR, -DP, -DQ (MHC clase Il, DAKO, Glostrup, Dinamarca, 1:100) o MRP-8 (8-
5C2, BMA, Augst, Suiza, 1:100) (Postler et al., 1997). Se clasifican las subpoblaciones linfociticas con anticuerpos
monoclonales contra CD4 (linfocitos auxiliares T, 1:10, Dako) y CD8 (linfocitos citotdxicos/supresores T, 1:500,
Dako) y CD20 (marcador de células B, 1:200, Dako). Con el fin de detectar las estructuras de lamina basal
extracelulares en recipientes y durante la formacion de cicatrices se utilizan anticuerpos de laminina de ratén (1:500,
Chemicon) y anticuerpos de fibronectina de conejo (1:100, Dako) para detectar el depdsito de matriz.
Adicionalmente, con el fin de caracterizar la repuesta de proliferacion celular, las secciones se incuban con los
anticuerpos monoclonales de PCNA especifico de fase S (que prolifera el antigeno nuclear celular, 1:100, Dako). En
resumen, los cortes se desparafinizan, se irradian en un horno de microondas para la recuperacion del antigeno y se
incuban sin suero de porcino especifico como se describié anteriormente. Se logra la visualizacién al agregar
anticuerpos secundarios biotinilados (1:400) durante 30 min y complejo ABC conjugado con fosfatasa alcalina diluido
1:400 en TBS-BSA durante 30 min. Consecutivamente, los cortes se revelan con solucion de sustrato de cromégeno
de sal BB Fast-Blue que produce un producto de reaccion azul. Entre los experimentos de marca doble, los cortes se
irradian en un microondas durante 5 min en regulador de citrato. Luego se inmunodetecta RGM como se describio
anteriormente.
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4. Evaluacion y analisis estadistico

Los datos se calculan por medio de las células marcadas (MLC, +SEM) de las zonas limite o las areas remotas de la
misma seccion de tejido y se comparan con cerebros de control normales utilizando la prueba t de Student no
pareada de dos colas. Se definen las zonas limite como areas peri-lesionales adyacentes al nicleo necrético
desarrollado que demarca la regiéon de dafio principal. Las células RGM+ se cuentan en diez campos de alta
potencia (HPF, x 200 de magnificacion con una rejilla de pieza-ojo que representa 0.25 mmz).

Resultados

Se evaluan 21 cerebros de pacientes con infartos cerebrales focales (FCI), 25 cerebros con lesién cerebral
traumatica (TBI) y 4 cerebros de control para la expresion de la proteina RGM mediante inmunohistoquimica.

1. Cerebros de control no alterados neuropatolégicos, saludables

En los cerebros de control sin alteraciones neuropatolédgicas, se detecta la inmunoreactividad RGM en las fibras de
materia blancas, oliogodendrocitos, el pericario de algunas neuronas y las células RGM+ también se detectan en el
plexo coroide (Fig. 8) y el epéndimo. Solo de detectan células Unicas en los espacios peri-vasculares.
Adicionalmente, algunas células de musculo liso y se marcan pocas células endoteliales pero no astrocitos.

2. Isquemia cerebral focal (FCI)

Si se analiza el numero y se altera la distribucidon de las células que expresan RGM después de infartos cerebrales.
Los resultados sugieren, que la expresion RGM se asocia con lesién. La expresion celular RGM se confina a las
neuronas, pocos astrocitos reactivos e invaden los leucocitos. Con la madurez de las lesiones, se encuentra que los
componentes de laminas extracelulares positivas de RGM en la cicatriz constituida. Las células RGM positivas
acumuladas en la materia blanca infartada, areas hemorragicas, nucleo de infarto y areas peri-infartales,
respectivamente. Utilizando la prueba t de student, un ndmero significativamente mayor (P<0.0001) de células
RGM+ se detecta en areas peri-infarcionales (MLC=24, SEM=1.1) que en areas remotas (MLC=2, SEM=0.2) o tejido
de control (MLC=6, SEM=0.8). Las areas peri-infartadas descritas morfolégicas son parte de la penumbra fisioldgica
definida. En estas areas el numero de células positivas RGM se acumulan ya hasta el dia 1 (p<0.0001, MLC=31.93,
SEM=2.3) alcanzan su maximo de 1.5-2.5 dias (MLC=34, SEM=3.2) después de infarto y permanece elevado hasta
varias semanas y meses de supervivencia (MLC=11, SEM=1.4). Después de dafo isquémico (hasta 2.5 dias), La
inmunoreactividad RGM es la predominancia encontrada en las neuronas y leucocitos de origen granulocitico,
monocitico y linfocitico en los recipientes dentro del tejido isquémico. Paralelo a la formacién de edema, hasta 1-7
dias, se encuentran células RGM positivas de extravasacion al exterior de las paredes vasculares en la parénquima
lesionada por isquemia focal. En las regiones perivasculares, las células RGM positivas forman grupos en los
espacios Virchow- Robin del dia 1-7, que decrecen posteriormente. Estas células peri-vasculares, también
denominadas con células adventicias o periteliales son caracteristicamente células inmunitarias alertas (Kato and
Walz, 2000; Streit et al., 1999). Con la madurez de la lesion, del dia 3 en adelante, se observa la expresion lesional
de RGM mediante pocos astrocitos reactivos. En las ultimas etapas, se detectan depdsitos RGM extracelulares que
surgen 1 semana después de infarto, que constituyen las neo-laminas localizadas en areas de inicio de formacion de
cicatrices. Estas laminas RGM positivas de crecen en magnitud y se extienden en la regiéon con el tiempo. Con la
reorganizacion del tejido de la lesién, también se observan microglia/macréfagos de RGM positivos fagociticos de
RGM positivos cargados con lipidos, “espumosos”. La regulacion por aumento de la expresién RGM celular se
correlaciona con el curso de tiempo y la aparicion de leucocitos infiltrados y la activacién de microglia/macrofagos
después de lesion (Stoll et al., 1998). Mientras que la regulacién por aumento de la expresion extracelular RGM se
correlaciona con el curso de tiempo y la aparicion de la cicatriz después de lesion. En pocos casos (< 5% de los
nucleos contratefiidos) algunos astrocitos reactivos se restringen al nucleo de lesidon demarcado también se
expresan RGM.

3. Lesion cerebral traumatica

En pacientes quienes mueren después de TBI, de acuerdo con la evaluacién inmunohistolégica de infarto cerebral
(FCI) revela la expresion RGM nuclear, citoplasmica y membranosa celular temprana por los leucocitos, pocos
astrocitos reactivos y neuronas con tefiido fuerte de su pericaria, dendritos y axones (Fig. 9). Durante el tiempo
observado post TBI, dentro del nucleo necrético y la acumulacion de parénquima peri-necrético limite de células
RGM positivas (p<0.0001) se detecta en las zonas limite (MLC=22, SEM=0.7) comparado con las areas remotas
(MLC=1, SEM=0.1) y los controles de cerebro normales (MLC=5.8, SEM=0.8). Luego de TBI, los numeros de células
RGM positivas surgié durante las primeras 24 horas (p<0.0001) cuando los numeros de células RGM positivas
alcanzan niveles maximos (MLC=29, SEM=0.9) y se reducen posteriormente. Con el aumento en el tiempo después
de TBI, la mayor parte de cambios destacables corresponden a las areas de inicio de formaciéon de cicatrices (Fig.
10). En estas areas, son visibles las laminas RGM positivas extracelulares bien definidas que se condensan
adyacentes a la zona limite. También se detecta la inmunoreactividad RGM en las células de mdusculo liso
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endoteliales y vasculares (SMC) pero no se observan diferencias significativas entre los cerebros de control y
lesionados.

Las referencias como se menciona en los ejemplos aqui anteriormente:
Beschomer, Acta Neuropathol. 100 (2000), 377-384

Graham, "Greenfield’s Neuropathology." D.l. Graham y P.L. Lantos (eds), 6th. Edn., Edward Arnold, London (1996),
pps. 197-248

Kalimo, Greenfield’s Neuropathology 6th. Edn. Arnold, London Sydney Auckland (1996), pp 315-381.
Kato, Brain Pathol., 10 (2000), 137-143.

Postler, Glia 19 (1997), 27-34.

Schwab, Acta Neuropathol. 99 (2000), 609-614.

Stoll, Prog. Neurobiol. 56 (1998), 149-171. Streit, Prog. Neurobiol. 57 (1999), 563-581.

Ejemplo VI: Cambio del comportamiento de crecimiento de tumor en ratones

Las células de hibridoma que secretan el anticuerpo monoclonal F3D4 especifico de RGM se inyectan en el
peritoneo de los ratones, se ceban con aceite mineral. Normalmente las células de hibridoma contintan dividiéndose
en el peritoneo y las células de hibridoma secretan grandes cantidades de anticuerpo, lo que resulta en la formacion
de tumores asciticos grandes. Los ratones que reciben células de hibridoma que producen F3D4 no desarrollan
tumores asciticos en la cavidad peritoneal, pero desarrolla tumores adherentes, solidos. El anticuerpo monoclonal
F3D4 resulta en un cambio del fenotipo de las células de hibridoma tumorogénicas de un estado no adherente,
menos invasivo a un estado adherente invasivo. El enmascaramiento del RGM enddgeno mediante los anticuerpos
secretados de las células de hibridoma, permite la adhesién e invasidon de estas células neoplasicas y es
responsable de este resultado:

Ejemplo VII: Deteccion de un fragmento funcional RGM

Se clona el RGM en el vector pTriEx y el vector se corta dentro del lado poliligador y dentro de la secuencia RGM
utilizando Sacl en la primera etapa. Después de ligacion de ambos extremos el vector que contiene RGM se corta en
la segunda etapa con Stul dentro de la secuencia RGM y en el poliligador con Pmll. Después del ligado de ambos
extremos, el vector con los fragmentos RGM mas cortos se transfecta en células COS7. Los lisados celulares de
estas células COS se purifican utilizando una columna de afinidad anti-RGM1 y se utilizan fracciones que contienen
RGM en experimentos de ensayo de colapso. Un fragmento como se describe en la SEQ ID NO: 19 es activo en
dichos ensayos.

Ejemplo VIII: Deteccion de los RGM adicionales

Se utiliza una base de datos de ordenador publicamente disponibles en el Centro Nacional para la Informacion
Biotecnologica (NCBI, USA) para identificar los genes humanos homodlogos a RGM de pollo, que emplean la
informacion y los datos ilustrados en los ejemplos aqui anteriormente. Una estrategia de busqueda con base en el
algoritmo Blast (NCBI) resulta en tres genes humanos ubicados en los cromosomas 1, 5 y 15. Los contiguos
correspondientes son NT_021932.5 (RGM3), NT_029283.2 (RGM2) y NT_010370.5 (RGM1), respectivamente. Las
secuencias de cADN para RGM 1, 2 y 3 se derivan de estas secuencias gendmicas al omitir los intrones y fusionar
los exones restantes.

Se ilustran las secuencias de nucleétidos y aminoacidos correspondientes para el RGM2 humano en las SEQ ID
NOs: 22 y 23 adjuntas. Se muestran las secuencias RGM3 humanas en las SEQ ID NOs: 24 y 25.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Max-Planck-Gesellschaft zur Férderung der Wissenschaften e.V.
<120> Uso de RGM y sus moduladores

<130> E 2006 PCT
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<140>

<141>

<150> 00 12 8356.3
<151> 2000-12-22

<160> 25

<170> PatentIn Ver. 2.1
<210>1

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: sintética
<400> 1

Tyr Leu Gly Thr Thr Leu Val Val Arg
1 5

<210> 2

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: sintética
<400> 2

Thr Phe Thr Asp Thr Phe Gln
1 5

<210> 3

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: sintética

<400> 3
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Met Pro Glu Glu Val Val Asn Ala Val Glu Asp Arg
1 5 10

<210> 4

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: sintética
<400> 4

Leu Thr Leu Leu Phe Lys
1 5

<210>5

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: sintética
<400> 5

Thr Phe Thr Asp Thr Phe Gln Thr Cys Lys
1 5 10

<210> 6

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: sintética
<400> 6

Gly Cys Pro Leu Asn Gln Gln Leu Asp Phe Gln Thr Met Arg
1 5 10

<210>7
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: sintética
<400> 7

Ala Glu Met Asp Glu
1 5

<210> 8

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: sintética
<400> 8

Pro Glu Ala Phe Thr Tyr Glu
1 5

<210>9

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: sintética
<400>9

His Leu Glu Tyr Arg
1 5

<210> 10

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: sintética

<400> 10

Gln Gly Leu Tyr Leu
1 5

<210> 11

22



10

15

20

25

30

ES 2390425713

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: sintética
<400> 11

atgccagctg aaggaaggta gctgtagcet 29
<210> 12

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: sintética
<400> 12

ttagctacag ctaccttcct tcagctggca t 31
<210> 13

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: sintética
<400> 13

gactacagct tictcaagac agcttgctaa 30
<210> 14

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: sintética
<400> 14

ttagcaagct gtcttgagaa agctgtagtc 30

23



10

15

20

ES 2390425713

<210> 15

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: sintética
<400> 15

aactcaagca agcttagctg actttctca 29
<210> 16

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: sintética
<400> 16

tgagaaagtc agctaagctt gcttgagtt 29
<210> 17

<211> 1302

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: sintética

<400> 17
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atgggtatgg ggagaggggce aggatccaca gecctgggac ttttccaaat cctecctgte 60

tttctctgea tetteecctee agtgacgtet ccatgcaaga tcctcaagtg caactctgag 120
ttctgggegg coacgtoggg ttogoaccac ctyggcgeag aggaaaccce ggagttctge 180
acggegttge gegectacge gcactgecacc cgccgcaccg cccgcacctg caggggggac 240
ctggeetace actcggecgt gecatggecata gacgatctceca tggtgcaaca caactgctee 300

aaggatggcc ccacgtccca geoccegecte cggacattge ccccegggga cagecaggag 360
cgctctgaca geccccgaaat ctgccactac gagaagaget ttcacaaaca ctcggcaget 420
cccaactaca cccactgtgg getetteggg gacccccace tcaggacttt cacggacacc 480
ttccagacct gcaaggtgca aggggcttgg ccgeotcatag acaataacta cctgaacgte 540
caggtcacca acacgceggt gctgectgge tectcagocca ccgecaccag caagctcace 600
atcatcttca agagcttcca ggaatgegtg gagcagaaag tgtaccaggce agagatggac 660
gagctccctg ctgectttge tgatggectec aagaacggeg gogacaagea cggagccaac 720
agcctgaaga tcaccgagaa ggtgtcggge cagcacatcg agatccagge caagtacatt 780
ggcaccacca tcgtggtgag gecaggtggge cgctacctca ccttcgecgt gogtatgceg 840
gaggaggtgg tcaacgctgt ggaggaccgg gacagtcagg gectctacct gtgectcegg 900
ggttgtcege tcaaccaaca gattgacttc cagactttce gettggetca ggecgctgag 960
ggcegtgete gcaggaaggg gocccagettg ccggocccece ctgaggectt cacttacgag 1020
tcggccactg ccaagtgcag ggaaaagetg cccgtagagg acctctactt ccagtectge 1080
gtctttgace tcocctgactac gggggatgte aacttcatge tggetgetta ttacgetttt 1140
gaggacgtga agatgcttca ctccaacaaa gacaaactgc acctctatga aaggacacgg 1200
gccctagece cgggcaatge agcetccctcg gageatccct gggecectece tgecctetgg 1260
gtagcactgc tgagtttgag tcagtgttgg ttgggtttgt ta 1302

<210> 18

<211> 434

<212> PRT

<213> Gallus gallus

<400> 18
Met Gly Met Gly Arg Gly Ala Gly Ser Thr Ala Leu Gly Leu Phe Gln
1 5 10 15

Ile Leu Pro Val Phe Leu Cys Ile Phe Pro Pro Val Thr Ser Pro Cys
20 25 30

Lys Ile Leu Lys Cys Asn Ser Glu Phe Trp Ala Ala Thr Ser Gly Ser
His His Leu Gly Ala Glu Glu Thr Pro Glu Phe Cys Thr Ala Leu Arg
50 55 60

Ala Tyr Ala His Cys Thr Arg Arg Thr Ala Arg Thr Cys Arg Gly Asp
65 70 15 80

Leu Ala Tyr His Ser Ala Val His Gly Ile Asp Asp Leu Met Val Gln
a5 90 85

His Asn Cys Ser Lys RAsp Gly Pro Thr Ser Gln Pro Arg Leu Arg Thr
100 105 110

Leu Pro Pro Gly Asp Ser Gln Glu Arg Ser Asp Ser Pro Glu Ile Cys
115 120 125

His Tyr Glu Lys Ser Phe His Lys His Ser Ala Ala Pro Asn Tyr Thr
130 135 140

His Cys Gly Leu Phe Gly Asp Pro His Leu Arg Thr Phe Thr Asp Thr
145 150 155 160

Phe Gln Thr Cys Lys Val Gln Gly Ala Trp Pro Leu Ile Asp Asn Asn
165 170 175

Tyr Leu Asn Val Gln Val Thr Asn Thr Pro Val Leu Pro Gly Ser Ser
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Ala

Cys

Ala

225

Ser

Ala

Leu

Asp

Asn

305

Gly

Phe

Glu

Asp

Met

385

Pro

Leu

Thr

Val

210

Phe

Leu

Lys

Thr

Arg

290

Gln

Arg

Thr

Asp

Val

370

Leu

Leu

Ala

Leu

<210> 19

<211> 116

<212> PRT

Ala

195

Glu

Ala

Lys

Tyr

Phe

275

Asp

Gln

Ala

Tyr

Leu

355

Asn

His

Ala

Leu

180

Thr

Gln

Asp

Ile

Ile

260

Ala

Ser

Ile

Glu
340
Tyr
Phe
Ser

Pro

Trp
420

<213> Gallus gallus

<400> 19

Ser

Lys

Gly '

Thr
245

Gly

Val

Gln

Asp

Arg

325

Ser

Phe

Met

Asn

Gly

405

Val

Lys
Val
Ser
230

Glu

Thr

Gly
Phe
310
Lys
Ala
Gln
Leu
Lys
380

Asn

Ala

Leu

Tyr
215
Lys
Lys
Thr
Met
Leu
295
Gln
Gly
Thr
Ser
Ala

375

Asp

.Ala

Leu

Thr
200

Gln

Asn

Val

Ile

Pro

280

Tyr

Thr

Pro

Ala

Cys

360

Ala

Lys

Ala

Leu
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185

Ile

Ala

Gly

Ser

Val

265

Glu

Leu

FPhe

Ser

Lys

345

Val

Tyr

Leu

Fro

Ser
425

Ile

Glu

Gly

Gly

250

Val

Glu

Cys

Arg

Leu

330

Cys

Phe

Tyr

His

Ser

410

Leu

Phe

Met

Asp

235

Gln

Arg

Val

Leu

Leu

315

Pro

Arg

Asp

Ala

Leu

385

Glu

Ser

Lys
Asp
220
Lys
His
Gln
Val
Arg
300
Ala
Ala
Glu
Leu
Phe
380
Tyr

His

Gln

Ser
205
Glu
His
Ile
Val
Asn
285
Gly
Gln
Pro
Lys
Leu
365
Glu
Glu

Pxo

Cys

180

Phe

Leu

Gly

Glu

Gly

270

Ala

Cys

Ala

Pro

Leu

350

Thr

Asp

Trp

Trp
430

Gln

Pro

Ala

Ile

255

Arg

Val

Pro

Ala

Glu

335

Pro

Thr

Val

‘Thr

Ala
415

Leu

Glu Leu Pro Ala Ala Phe Ala Asp Gly Ser Lys Asn Gly Gly Asp Lys

1

5

10

26

15

Glu

Ala

Asn

240

Gln

Tyr

Glu

Leu

Glu

320

Ala

Val

Gly

Lys

Arg

400

Leu

Gly



His

Ile

val

Asn

65

Gly

Gln

Pro

Gly Ala

Glu Ile
35

Gly Arg

50

Ala Val

Cys Pro

Ala Ala

Pro Glu

Asn Ser

20

Gln Ala

Tyr Leu

Glu Asp

Leu Asn

Glu Gly

100

115

<210> 20

<211> 434

<212> PRT

Ala

<213> Homo sapiens

<400> 20

Met
1
Thr
Lys
His
Ser
65
Leu
His
Leu

Cys

Thr
145

Gly

Leu

Ile

Ala

50

Tyr

Ala

Asn

Fro

His

130

His

Met

Ala

Leu

35

Pro

Ala

Tyr

Cys

Pro

115

Tyr

Cys

Gly
Fhe

20
Lys
Ala
Leu
His
Ser
100
Ala

Glu

Gly

Leu

Lys

Thr

Arg
70

Gln

Leu

Cys

Ser

Cys

Ser

Lys

Gly

Lys

Leu

Lys
Tyr
Phe

55
Asp

Gln

Ala

Gly

Leu

Asn

Asp

Thr

70

Ala

Asp

Ser

Phe
150

Ile Thr

Ile Gly

Ala Val

Ser Gln

Ile Asp

Ala

Cys

Ser

Asp

55

Arg

Val

Gly

Ser

Phe

135

Gly

25

Glu

Thxr

Arg

Gly

Phe

ES 2390425713

Lys Val
Thr Ile

Met Pro

60

Leu Tyr

75

S0

105

Gly

Ser

Glu

40

Thr

Arg

His

Pro

Gln

120

His

Asp

Lys

Phe

25

Phe

Pro

Thr

Gly

Thr

105

Glu

Lys

Pro

Gln Thr

Gly Pro

Ser
10

Pro

Trp

Glu

Ala

Ile

Ser

Arg

His

His

Ser

Val

Glu

Leu

Phe

Ser

Ala

Ala

Ser

Phe

Arg

75

Glu

Gln

Ser

Ser

Leu
155

27

Gly

30
Val
Glu
Cys

Arg

Leu
110

Leu

Ala

Ala

Cys

60

Thr

Asp

Pro

Asp

Ala

140

Arg

Gln His

Arg Gln

Val Val

Leu Arg

80

Leu Ala

85

Pro Ala

Gly
Thr
Thr

45
Ala
Cys
Leu
Arg
Ser
125

Thr

Thr

Phe

Ser

30

Ser

Ala

Arg

Met

Leu

110

Pro

Pro

Phe

Trp

15

Pro

Gly

Leu

Gly

Ser

Arg

Glu

Thr

Pro

Cys

Ser

Arg

Asp

80

Gln

Thr

Ile

Tyr

Asp
160



Glu
Ala
_225
Asn
Gln
Tyr
Glu
Leu
305
Thr
Glu
Pro
Thr
Val

385

Thr

Phe

Phe

Tyr

Ala

Cys

210

Ala

Ser

Ala

Leu

Asp

290

Asn

Gly

Thr

Val

Gly

370

Lys

Arg

Pro

Cys

<210> 21

<211> 1305

<212> ADN

Gln

Leu

Thr

195

Val

Phe

Leu

Lys

Thx

275

Trp

Gln

Ala

Fhe

Glu

355

Asp

Met

Asp

Leu

Thr
Asn
180
Ala
Asp
Val
Lys
Tyr
260
Phe
Asp
Gln
Pro
340
Asp
Val
Leu

Leuw

Leu
420

<213> Homo sapiens

<400> 21

Cys
165

Val

Thr

Gln

Asp

Ile

245

Ile

Ala

Ser

Ile

Arg

325

Tyr

Leu

His

Pro
405

Gly

Lys
Gln
Ser
Lys
Gly
230
Thr
Gly
Val
Gln
Asp
310
Leu
Glu
Tyr
Fhe
Ser
390

Gly

Ala

Val

Val

Lys

Val

215

Ser

Glu

Thr

Arg

Gly

295

Phe

Ala

Thr

Tyr

Thxr

375

Asn

Arg

Leu

Gln

Thr

Leu

ES 2390425713

Gly

Asn
185

Thr

200,

Tyr

Lys

Lys

Thr

Met

280

Leu

Gln

Ala

Ala

Gln

360

Leu

Lys

Ala

Val

Gln

Asn

Val

Ile

265

Pro

Tyr

Ala

Ala

Val

345

Ala

Ala

Asp

Ala

Pro
425

Ala
170
Thr
Ile
Ala
Gly
Ser
250
Val
Glu
Leu
Fhe
Ser
330
Ala
Cys
Ala
Lys
Ala

410

Leu

Trp

Pro

Ile

Glu

Gly

235

Gly

Val

Glu

Cys

His

315

Pro

Lys

Val

Tyr

Leu

385

Gly

Leu

Pro
Val
Phe
Met
220
Asp
Gln
Arg
Val
Leu
300
Thr
Ala
Cys
FPhe
Tyr
380
His
Leu

Ala

28

Leu

Leu

Lys
205
Asp
Lys
His
Gln
Val
285
Arg
Asn
Pro
Lys
Asp
365
Ala
Leu

Pro

Leu

Ile

Pro

190

Asn

Glu

His

Val

Val

270

Asn

Gly

Ala

Thr

Glu

350

Leu

Leu

Tyr

Leu

Leu
430

Asp
175
Gly
Phe
Leu
Gly
Glu
255
Gly
Ala
Cys
Glu
Ala
335
Lys
Leu
Glu
Glu
Ala

415

Pro

Asn
Ser
Gln
Pro
Ala
240
Ile
Arg
Val
Pre
Gly
320
Pro
Leu
Thr
Asp
Arg
400

Pro

Val



10

atgggtatgg
cttctctgea

ttctggageg
gcagecttge
ctggcctace
aaggatggce
gagecgcetegg
accecccaact
cgcttecaga
gtgcaggtca
accatcatct
gacgagctce
aacagcctga
atcggcacca
ccagaggaag
cggggetgee
accggtgece
tacgagacag
gcctgegtcet
gcgttggagy
actegggacc
ggcgeccteg

<210> 22
<211> 1314

<212> ADN

ggagaggggce
gcttececege
ccacgtcggg
gcagctacgce
acteggeegt
ccacctcgea
acagccccga
acacgcactg
cctgeaaggt
ccaacacgece
tcaagaactt
cggecegectt
agatcactga
ccatecgtggt
tggtcaatge
cccteaaceca
gcaggctgge
ccgtggeccaa
tcgacctect
atgtcaagat
tgccaggeag
tccecgetect

<213> Homo sapiens

<400> 22

atgggcttga
cgcagceecg
gagctgctce
acggacttcg
ttttgcaagyg
ggcaacctgg
tgttccaagg
tatcacagce
cttttttgtg
tgcaaagtag
aacgtacctg
aaagcccacc
gcecgectttg
gtggaaaggg
tttgtgcgge
atgtcctacg
cgecatcgatg
tecttggtge
aagatgccag
gatgccaact
aggaaggaac
gatttgtetg

<210> 23

<211> 437

<212> PRT

gagcagcacc
ggctectgeee
acgcaggtga
tgtcecctgac
ccttgegtge
tataccatte
atggacccac
acgctggage
gcttgtttgg
aaggggcctg
tggtccetgg
atgagtgtac
tggatggcac
agagtggcca
aggtgggteg
aggagagcca
acgggcaggg
aggecctggce
tgaaggacat
ttactgcege
gctggecacat
tcagtctagg

<213> Homo sapiens

<400> 23

aggacgttca
agccacctcc
cagccacgec
cctgtgeacg
ccatggeata
gccacgectg
gatctgeecat
tggcctcette
gcagggegee
tgtgctgecce
ccaggagtgt
cgtggatgge
gaaggtgtca
gcgecaggtg
tgtggaggac
gcagategac
agccgccage
gtgcaaggag
caccacgggc
gctecactce
ggcggetgeg
ggcectgete

ttcecagegece
ceccgecgetg
ctgccaacag
ttcteacctyg
ctatgctgge
tgcegtgttg
atcctctace
cagggaacac
agatcctcac
gccactcata
atccagtgcet
agatcagaaa
caccagtggt
ctatgtggag
ctacctgacc
ggacctgcag
ccaggtgtct
tggctacaca
ctatttecag
agcccacagt
tttecceage
actcacctge

ES 2390425713

gccctgggat
ccgtgcaaga
ccagcctcag
cggcggacgg
gaggacctca
cgecacgectee
tacgagaaga
ggggacccac
tggeegetca
ggctcagegg
gtggaccaga
tctaagaacg
ggccagcacg
ggecegetace
tgggacagce
tteccaggect
cctgcaccca
aagctgccgg
gacgtgaact
aacaaagaca
gggetgecee
cctgtgttct

gccgetgeeg
gagctgectge
ccagcccaat
aactctgeceg
tgcaccecage
ggtatcagtg
aaccccgaag
aggagagggg
ctcagaactt
gataataatt
actgctacaa
gtctaccaag
ggggacageg
atgcacgcce
cttgccatee
ctgtgegtga
gcecatecctgg
ctggagactg
tcctgtgtet
gcettggagg
agtggcaatg
ttgatcctta

tectggeegac
tectcaagtg
acgacacccce
cccgcacctyg
tgagcecagca
caccggccgg
gctttcacaa
acctcaggac
tcgacaataa
ccactgecac
aggtgtacca
gtggggacaa
tggagatcca
tgacctttge
agggtctcta
tccacaccaa
cagcccccga
tggaggacct
tcacactggce
aactgecacct
tggocececeg
gctag

ccgccgaggt
tgctgetget
gtecgaatcea
ttgacggctt
gaacttecaaa
acctcatgag
tgacccatga
accagaaccc
tcaaggataa
atctttcagt
ataagatcac
ctgtgacaga
atgccaagag
gctatatagg
gtatgectga
acggctgeee
gacacagcct
ccaacactca
tcgacctget
atgtggagge
ggactccceg
tegtgtttet

29

cctegectte
caactctgag
cgagttectgt
ccggggtgac
caactgctce
agacagccag
gcactcggee
tttecaccgac
ttacctgaac
cagcaagcte
ggctgagatg
gcacggggec
ggccaagtac
cgtececgeatg
cctetgectg
tgctgaggge
gaccttcecca
gtactaccag
cgcctactac
gtatgagagg
gecectectyg

tgagcagcge
gttcagecte
gaaatgecace
tgactctgag
agcctgeegt
ccagaggaat
tccttgeaac
teccagttac
cttccaaaca
tcaagtgaca
tattatettc
tgacctgecg
cectgegtate
gaccacagtg
agacctggec
cctgagtgaa
gcctcgeace
atgccatgag
caccactggt
cctgcacceca
tggaggeagt
gtag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1305

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1314



Met
Val
Leu
Glin
Ser
Phe
Lys
Ser
Ser
Ala
145
Leu
Asn
Asn
Ser
Glu
225
Ser

Ala

Leu

Gly

Glu

Leu

Gln

Leu

Cys

Ala

Asp

Thr

130

Gly

Phe

Phe

Tyr

Ala

210

Cys

Ala

Leu

Arg

Thr
290

Leu Arg
Gln Arg
20

Leu Leu
35

Pro Ala

Thr Ser

Lys Ala

Cys Arg

100

Leu Met
115

Asn Pro

Ala Arg

Cys Gly

Gln Thr

180

Leu Ser
195

Thr Ala

Thr Asp

Phe Val

Arg-Ile
260

Tyr Ile
275

Leu Ala

Arg
Leu
Gln
His
Leu

85
Gly
Ser
Glu
Glu
Leu
165
Cys
Val
Thr
Gln
Asp
245
Val

Gly

Ile

Ala

Ser

FPhe

cys

Leu

70

Arg

Asn

Gln

Val

His

150

Phe

Lys

Gln

Asn

Lys

230

Gly

Glu

Thr

Arg

Pro

Pro

Ser

Arg

55

Asn

Ala

Leu

Thr

135

Arg

Gly

val

Val

Lys

215

val

Thr

Arg

Thr

Met
295

Ser

Gly

Leu

40

Ile

Ser

Tyr

Val

Asn

120

His

Axg

Asp

Glu

Thxr

200

Ile

Tyr

Thr

Glu

Val

280

Pro

ES 2390425713

Ser

Leu

. 25

Gly
Gln
Ala
Ala
Tyr
105
Cys
Asp
Gly
Pro
Gly
185
Asn
Thr
Gln
Ser
Ser
265

Phe

Glu

Ala

10

Cys

Leu

Lys

val

Gly

90

His

Ser

Pro

Asp

His

170

Ala

Val

Ile

Ala

Gly

250

Gly

Val

Asp

Ala

Pro

Leu

Cys

Asp

75

Cys

Ser

Lys

Cys

Gln

155

Leu

Trp

Pro

Ile

Val

235

Gly

His

Arg

Leu

30

Ala

Pro

His

Thr

Gly

Thr

Ala

Asp

Asn

140

Asn

Arg

Pro

Val

Phe

220

Thr

Asp

Tyr

Gln

Ala
300

Ala

Pro

Ala

45

Thr

Phe

Gln

Val

Gly

125

Tyr

Pro

Thr

Leu

Val

205

Lys

Asp

Sex

Val

Val

285

Met

Ala

Leu

30

Gly

Asp

Asp

Arg

Leu

110

Pro

His

Pro

Phe

Ile

Ala

15
Glu
Asp
Phe
Ser
Thr

95
Gly
Thr
Ser
Ser
Lys
175

Asp

190

Pro

Ala

Asp

Asp

Glu

270

Gly

Ser

Gly

His

Leu

Ala

255

Met

Arg

Tyr

Glu

Leu

Cys

Val

Glu

80

Ser

Ile

Ser

His

Tyr

160

Asp

Asn

Ser

His

Pro

240

Lys

His

Tyr

Glu



10

Glu Ser Gln
305

Arg Ile Asp

Leu Pro Arg

Thr Ala Asn
355

Phe Gln Ser
370

Thr Ala Ala
385

Arg Lys Glu

Arg Gly Gly

Leu Ile Val
435

<210> 24

<211> 1272

<212> ADN

Asp

Asp

Thr

340

Thr

Cys

Ala

Ser
420

FPhe

Leu

Gly

325

Ser

Gln

Val

His

Trp

405

Asp

Leu

<213> Homo sapiens

<400> 24

atgggccagt
actctectge
gctgagtacyg
ggaggaggag
cgctcctatg
cattcggegg
cctacagcce
gccccggacc
ttettgeatt
acatgccgtg
accagctcecee
tttaagaaca
cctgtagect
tcgattcaaa
actataatca
gtggccatgg
agtcagegac
agacggctgt
gatgttttaa
gcccgagect
cctectttcct
tgeattcagt

<210> 25

<211> 423

<212> PRT

Gln

310

Gln

Leu

Cys

Phe

Ser

390

His

Leu

cccctagtece
tgctecctctyg
tatcgtccac
gaggaggccg

cgctctgcac
tacatggcat
cteoeccccgec
cttgtgacta

gcgectteett

tccaaggagce
ccatggegtt

tgcaggaatg

ttgaagatgg
ctgctaacee
ttcggcagac
ccttctcage

tetctegate
gcaaggaagg

tttectggtga

tcctgecaga
cagcaaccct

aa

<213> Homo sapiens

<400> 25

Leu

Gly

Val

His

Asp

375

Ala

Ile

Ser

Cys

Gln

Gln

Glu

360

Leu

Leu

Phe

val

caggtectce
tggacatgct
tctgagectt
gggtggaggg
tcggecgcacc
cgaagacctg
cocggggecec
tgaaggccgg
cggggaccce
ttggcctcta
gggggccaac
cattgatcag
ttctatcaat
tgggaaccat
agctgggcag
tgaacaggac
agagcgcaat
gcttccagtg
tcccaacttt
cttagagaag
cttagctcca

Val

Val

Ala

345

Lys

Leu

Glu

Pro

Ser
425

ES 2390425713

Asn

Ser

330

Trp

Met

Thr

Asp

Ser

410

Leu

Gly
315
Ala
Pro
Pro
Thr
Val
395

Ser

Gly

catggeagte
cattctcaat
agaggtgggg
gtgggectetg
gccecgcacct
atgatccage
gcccttecag
tttteccegge
catgtgcgca
ctggataatg
gctaccgeca
aaggtgtatc
ggaggtgacc
gtggagatcc
ctctecttet
ctgcagctct
cgtcggggag
gaagatgcett
accgtggcag
ctgecatcectcet
ctcectttetg

Cys
Ile
Gly
Val
Gly
380
Glu

Gly

Leu

Pro
Leu
Tyr
Lys
365
Asp
Ala

Asn

Thr

31

Leu

Gly

Thr

350

Asp

Ala

Leu

Gly

Cys
430

cceccaactct
gcaagatcct
gttcatcagg
gcggectetg
gccgegggga
acaactgcte
gcgegggete
tgcatggtcg
gcttccacca
acttectctt
cccggaaget
aggctgaggt
gacctggggg
aagctgecta
ccatcaaggt
gtgttggggg
ctataaccat
acttccattc
ctcaggcage
tcecectcaga
ggctctttgt

Ser Glu
320

His Ser
335

Leu Glu,

Ile Tyr

Asn Phe

His Pro
400

Thr Pro
415

Leu Ile

aagcactctc
ccgcetgeaat
agcacttcga
tcgageecte
cctegectte
ccgecaggge
cggcctcect
tcceccgggg
tcacttteac
tgtccaagcc
caccatcata
ggataatctt
atccagtttg
cattggcaca
agcagaggat
gtgcecteca
tgatactgee
ctgtgtecttt
actggaggat
tgctggggtt
tctgtggcett

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1272



Met

Leu

Gln

Ser

Gly
65

Gln

Gly

Cys

145

Phe

His

Asn

Ala

Gln

225

Pro

Gly

Ile

Gly

Ser

Cys

Leu

Gly

Ser

Leu

His

Pro

130

Asp

Leu

His

Asp

Asn

210

Glu

Val

Ser

Gln

Gln

Thr

Lys

35

Arg

Arg

Tyr

Ala

Asn

115

Ala

Tyr

His

Phe

Phe

195

Ala

Cys

Ala

Ser

Ala
275

Ser
Leu

20
Ile
Gly
Gly
Ala
Fhe
100
Cys
Leu
Glu
Cys
His
180
Leu
Thr
Ile
Phe
Leu

260

Ala

Pro

Thr

Leu

Gly

Gly

Leu

85

His

Ser

Pro

Gly

Ala

165

Thr

FPhe

Ala

Asp

Glu

245

Ser

Tyxr

Ser
Leu
Arg
Gly
i:.'ily

70
Cys
Ser
Arg
Gly
Arg
150
Ser
Cys
Val
Thr
Gln
230
Asp

Ile

Ile

Pro

Leu

Cys

Ser

Val

Thr

Ala

Gln

Ala

135

Phe

Phe

Arg

Gln

215

Lys

Gly

Gln

Gly

Arg

Leu

Asn

40

Ser

Gly

Arg

Val

Gly

120

Gly

Ser

Gly

val

Ala

200

Lys

Val

Ser

Thr

Thr
280
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Ser
Leu

25
Ala
Gly
Ser
Arg
His
105
Pro
Ser
Arg
Asp
Gln
185
Thr
Leu
Tyxr
Ile
Ala

265

Thr

Ser

10

Leu

Glu

Ala

Gly

Thr

a0

Gly

Thr

Gly

Leu

Pro

170

Gly

Ser

Thr

Gln

Asn

250

Asn

Ile

His

Cys

Tyr

Leu

Gly

5

Ala

Ile

Ala

Leu

His

155

His

Ala

Ser

Ile

Ala

235

Gly

Pro

Ile

32

Gly
Gly
Val
Arg

60
Leu
Arg
Glu
Pro
Pro
140
Gly
val
Trp
Pro
Ile
220
Glu
Gly

Gly

Ile

Ser

His

Ser

45

Gly

Cys

Thr

Asp

Pro

125

Ala

Arg

Arg

Pro

Met

205

Phe

Val

Asp

Asn

Arg
285

Fro
Ala

30
Ser
Gly
Arg
Cys
Leu
110
Pro
Pro
Pro
Ser
Leu
190
Ala
Lys
Asp
Arg
His

270

Gln

Pro

15
His
Thr
Gly
Ala
Arg

95
Met
Pro
Asp
Pro
FPhe
175
Leu
Leu
Asn
Asn
Pro
255

Val

Thr

Thr

Ser

Leu

Gly

Leu

80

Gly

Ile

Arg

Pro

Gly

160

His

Asp

Gly

Met

Leu

240

Gly

Glu

Ala



Gly

Phe

305

Ser

Ile

Ala

Asn

Leu

385

Pro

Val

Gln
290
Ser
Gln
Asp
Tyr
Phe
370
Pro

Leu

Leu

Leu

Arg

Thr

Phe

355

Thr

Asp

Ser

Trp

Ser

Glu

Leu

Ala

340

His

Val

Leu

Ser

Leu
420

Phe

Gln

Ser

325

Arg

Ser

Ala

Glu

Rla

405

Cys

Ser

Asp

310

Arg

Arg

Cys

Ala

Lys

390

Thr

Ile

Ile

295

Leu

Ser

Leu

Val

G1ln

375

Leu

Leu

Gln

Lys

Gln

Glu

Cys

Phe

360

Ala

His

Leu

ES 2390425713

Val

Leu

Arg

Lys

345

Asp

Ala

Leu

Ala

Ala

Cys

Asn

330

Glu

Val

Leu

Phe

Pro
410

Glu
Val
315
Arg
Gly
Leu
Glu
Pro

385

Leu

Asp
300
Gly
Arg
Leu
Ile
Asp
380

Ser

Leu

33

Val

Gly

Gly

Pro

Ser

365

Ala

Asp

Ser

Ala

Cys

Ala

Val

350

Gly

Arg

Ala

Gly

Met

Pro

Ile

335

Glu

Asp

Ala

Gly

Leu
415

Ala

Pro

320

Thr

Asp

Pro

Phe

Val

400

Phe
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un inhibidor de un polipéptido que tiene o comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NOs 18, 19, 20, 23 o 25 o de un polinucleétido que codifica dicho polipéptido para la preparaciéon de una
composicion farmacéutica para evitar, aliviar o tratar enfermedades o afecciones asociadas con la degeneracion o
lesion del tejido nervioso del vertebrado, asociado con convulsiones, asociado con trastornos angiogénicos o
trastornos del sistema cardiovascular, en donde dicho inhibidor es un anticuerpo o un fragmento Fab, F(ab’);, Fv o
scFv del mismo, o un aptamero, todos capaces de unirse a un polipéptido que tiene o comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 18, 20, 23 o 25, o es una molécula de acido nucleico especifica que interactia con
un polinucledtido que codifica dicho polipéptido.

2. El uso de la reivindicacion 1, en donde dichas enfermedades o afecciones asociadas con la degeneracion o
lesion del tejido nervioso del vertebrado se seleccionan del grupo que consiste de enfermedades
neurodegenerativas, lesiones de fibra nerviosa y trastornos relacionados con pérdidas de la fibra nerviosa.

3. El uso de la reivindicacion 2, en donde dicha enfermedad neurodegenerativa se selecciona del grupo que
consiste de enfermedades neuronales motoras (MND), ALS, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
paralisis ocular progresiva, atrofia muscular progresiva, demencia relacionada con VIH y atrofias musculares
espinales, Sindrome de Down, Enfermedad de Huntington, Enfermedad de Creutzfeldt - Jacob, Sindrome de
Gerstmann-Straeussler, kuru, Encefalopatia espongiforme bovina, encefalopatia transmisible del visén, atrofia de
sistema multiple, disautonomia familiar de Riley-Day en donde dichas lesiones de fibra nerviosa se seleccionan del
grupo que consiste de lesiones de la médula espinal, lesiones cerebrales relacionadas con presion intracraneal
elevada, trauma, dafio secundario debido a presion intracraneal aumentada, infeccién, infarto, exposicién a agentes
téxicos, sindromes paraneoplasicos y cancer y en donde dichos trastornos relacionados con pérdidas de la fibra
nerviosa se seleccionan del grupo que consiste de paralisis de nervio facial, nervio medio, nervio cubital, nervio
axilar, nervio toracico largo, nervio del radio y de otros nervios periféricos.

4. El uso de la reivindicacion 1, en donde dicha enfermedad o afeccidon asociada con convulsiones es
epilepsia.
5. El uso de la reivindicacion 1, en donde dicha enfermedad o afecciones asociadas con trastornos

angiogénicos se seleccionan del grupo que consiste de trastornos isquémicos, infarto, trastornos que conducen a la
evolucion de formacion de placa vascular en trastornos cardio-vasculares, cerebrovasculares y/o nefro-vasculares o
trastornos aqui se ha regulado la permeabilidad de la barrera hematoencefalica.

6. El uso de la reivindicacién 1, en donde dichos trastornos del sistema cardiovascular comprenden trastornos
de barrera hematoencefalica, edema cerebral, dafios cerebrales secundarios debido a presion intracraneal
aumentada, infeccion, infarto, isquemia, hipoxia, hipoglicemia, exposicién a agentes téxicos, cancer, o sindromes
paraneoplasicos.

7. Uso de un inhibidor de un polipéptido que tiene o comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID.
NOs 18, 19, 20, 23 o 25 o de un polinucleétido que codifica dicho polipéptido para la preparacion de una
composicion farmacéutica para remielinizacion, en donde dicho inhibidor es un anticuerpo o un fragmento Fab,
F(ab’);, Fv o scFv del mismo, o un aptamero, todos capaces de unirse a un polipéptido que tiene o comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 18, 20, 23 o 25, o es una molécula de acido nucleico especifica que
interactia con un polinucleétido que codifica dicho polipéptido.

8. Uso de un inhibidor de un polipéptido que tiene o comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NOs 18, 19, 20, 23 o 25 o de un polinucleétido que codifica dicho polipéptido para la preparacion de una
composicion farmacéutica para modificar y/o0 alterar la diferenciacién de mastocitos neuronales y/o sus progenitores,
en donde dicho inhibidor es un anticuerpo o un fragmento Fab, F(ab’),, Fv o scFv del mismo, o un aptamero, todos
capaces de unirse a un polipéptido que tiene o comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 18, 20,
23 0 25, o es una molécula de acido nucleico especifica que interactia con un polinucleétido que codifica dicho
polipéptido.

9. Uso de un polipéptido que tiene o comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NOs 18, 19, 20,
23 0 25 o de un polinucleétido que codifica dicho polipéptido para la preparacion de una composicion farmacéutica
para evitar o tratar enfermedades o afecciones asociadas con desarrollo colateral excesivo de las fibras nerviosas.

10. Uso de un polipéptido que tiene o comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NOs 18, 19, 20,
23 0 25 o de un polinucledtido que codifica dicho polipéptido para la preparacién de una composicion farmacéutica
para evitar o tratar tumor el crecimiento o formacién de metastasis de tumor.
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11. Uso de un polipéptido que tiene o comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NOs 18, 19, 20,
23 0 25 o de un polinucledtido que codifica dicho polipéptido para la preparacién de una composicion farmacéutica
para evitar, aliviar o tratar enfermedades o afecciones asociadas con la actividad de las células inmunes
autorreactivas o con células inflamatorias sobrerreactivas.

12. Uso de un polipéptido que tiene o comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NOs 18, 19, 20,
23 0 25 o de un polinucleétido que codifica dicho polipéptido para la preparacion de una composicion farmacéutica
para el tratamiento de procesos de inflamacioén y/o alergias, para la curacién de heridas o para la supresién/alivio de
formacion de cicatrices.

13. Uso de un polipéptido que tiene o comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NOs 18, 19, 20,
23 0 25 o de un polinucleétido que codifica dicho polipéptido como un marcador de mastocitos.

14. Uso de un polipéptido que tiene o comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NOs 18, 19, 20,
23 0 25 o de un polinucleétido que codifica dicho polipéptido para la preparacién de una composicion farmacéutica
para aliviar, evitar y/o tratar trastornos hemorragicos y/o homoestaticos y/o dafio vascular.

15. El uso de de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14, en donde dicho polipéptido es soluble.

16. Uso de un anticuerpo o un aptamero capaz de unirse a un polipéptido que tiene o comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 18, 19, 20, 23 o 25, o una molécula de acido nucleico especifica que interactua
con un polinucleétido que codifica dicho polipéptido para la preparacion de una composicion diagndstica para
detectar las disposiciones o trastornos neuroldgicos, neurodegenerativos de la misma.
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Fig.1a

Las fracciones RGM inducen colapso de cono de crecimiento

Fraccion 4

36- . _
26- - . N

acido  basico

36



ES 2390425713

Fig.1b
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Fig.1c

Fraccion 6
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Fig.2a
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Fig.2b

Secuencias de Péptido RGM

YLGTTLVVR
TFTDTFQ
MPEEVVNAVEDR
LTLLFK
TFTDTFQTCK

(GC)PLNQQLDFQTMR

AEMDE
PEAFTYE
HLEYR
QGLYL
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Fig.3

RGM= Molécula de Orientacion Repulsiva

Sitio de Adhesién Celular RGD
Sitios de N-Glucosilacién
1 434
N C
Ant-RGM2 Anti-RGM1 /
Péptido de Sefial Dominio de anclaje GPI hidréfobo

Nueva Proteina sin Homologia de Secuencia
Muchas Cisteinas (3.8%)
Muchas Prolinas 13-15%)
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Fig.5
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Fig.7

45



ES 2390425713

Fig.8
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Fig.9
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Fig.10
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