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DESCRIPCION
Proteina de union del receptor de NOGO
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a la neurologia, la neurobiologia y la biologia molecular. Mas concretamente, esta
invencion se refiere a moléculas y métodos para el tratamiento de enfermedades, trastornos y lesiones neuroldgicas
tales como lesiones de la médula espinal.

Antecedentes de la invencion

Los axones y las dendritas se extienden desde las neuronas. La punta distal de un axén o neurita en extension
incluye una region especializada, conocida como cono de crecimiento. Los conos de crecimiento detectan el entorno
local y guian el crecimiento axonal hacia la célula diana de una neurona. Los conos de crecimiento responden a
sefiales ambientales, por ejemplo, adhesividad de la superficie, factores de crecimiento, neurotransmisores y
campos eléctricos. Los conos de crecimiento generalmente avanzan a una velocidad de uno a dos milimetros por
dia. El cono de crecimiento explora el area delante del mismo y a cada lado, por medio de elongaciones clasificadas
como lamelipodios y filopodios. Cuando una elongacién entre en contacto con una superficie desfavorable, se retira.
Cuando una elongacion entra en contacto con una superficie de crecimiento favorable, continda extendiéndose y
guia el cono de crecimiento en esa direccion. Cuando el cono de crecimiento alcanza una célula diana apropiada se
crea una conexion sinaptica.

La funcién de las células nerviosas estéa influenciada por el contacto entre las neuronas y otras células en su entorno
inmediato (Rutishauser, et al., 1988, Physiol. Rev. 68:819). Estas células incluyen células gliales especializadas,
oligodendrocitos en el sistema nervioso central (SNC), y células de Schwann en el sistema nervioso periférico (SNP),
gue enfundan el axén neuronal con mielina (Lemke, 1992, en An Introduction to Molecular Neurobiology, Z. Hall, Ed.,
pag. 281, Sinauer).

Las neuronas del SNC tienen el potencial inherente para regenerarse después de la lesién, pero este potencial
resulta inhibido por proteinas inhibidoras presentes en la mielina (Brittis el al., 2001, Neuron 30:11-14; Jones el al.,
2002, J. Neurosci. 22:2792-2803; Grimpe el al., 2002, J. Neurosci: 22:3144-3160).

Se han caracterizado varias proteinas inhibidoras de mielina encontradas en los oligodendrocitos. Los ejemplos
conocidos de proteinas inhibidoras de mielina incluyen NogoA (Chen et al., Nature, 2000, 403, 434-439; Grandpre et
al., Nature 2000, 403, 439-444), Glicoproteina asociada a la mielina (MAG) (McKerracher el al., 1994, Neuron
13:805-811; Mukhopadhyay el al., 1994, Neuron 13:757-767) y la glicoproteina de oligodendrocitos (OM-gp), Mikol et
al., 1988, J. Cell. Biol. 106:1273-1279). Se ha demostrado por separado que cada una de estas proteinas es un
ligando para el NgR1 neuronal (Wang et al., Nature 2002, 417, 941-944; Grandpre et al., Nature 2000, 403, 439-444;
Chen et al., Nature, 2000, 403, 434-439; Domeniconi et al., Neuron 2002, Publicado en Internet el 28 de Junio de
2002).

El receptor de Nogo 1 (NgR1) es una proteina de membrana anclada a GPI que contiene 8 repeticiones ricas en
leucina (Fournier el al., 2001, Nature 409:341-346). Tras la interaccion con las proteinas inhibidoras (p. €j., NogoA,
MAG y OM-gp), el complejo NgR1 transduce sefiales que conducen a un colapso del cono de crecimiento y la
inhibicion de la proyeccion de las neuritas. El documento WO 01/12662 hace referencia a proteinas asociadas a la
membrana humanas (MEMAP) y polinucleétidos que identifican y codifican MEMAP.

Existe una necesidad no satisfecha de moléculas y métodos para inhibir el colapso de los conos de crecimiento
mediado por NgR1 y la inhibicion resultante de la proyeccion de las neuritas.

Compendio de la invencion

Los autores de la presente invencion han realizado varios descubrimientos referentes a un polipéptido denominado
"Sp35" (denominacién de los autores de la presente invencion). Denominaciones alternativas para Sp35 incluyen
"LINGO" y "LINGO-1. "Los descubrimientos de los autores de la presente invencidn incluyen los siguientes. Sp35 se
une a NgR1. Sp35 se une a si mismo en una interaccién homotipica. Una proteina de fusién Sp35-Fc induce o
promueve la fasciculaciéon en las neuronas granulares. Una proteina de fusion Sp35-Fc promueve la supervivencia
neuronal tanto en el modelo de lesiéon de hemiseccion del conducto rubro espinal como en el modelo de transeccion
del nervio 6ptico. Las células primarias corticales infectadas con retrovirus con Sp35, cuando son liberadas en ratas
con lesiones en la médula espinal, dan como resultado un aumento de la supervivencia neuronal, un aumento de la
tincién de la tubulina Bl de los axones, y un incremento del contenido de mielina.

Basandose en parte en estos descubrimientos, la presente descripcion ofrece un acido nucleico aislado que contiene
una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido en donde: (a) el polipéptido incluye (i) un dominio LRR de
Sp35, (ii) una region alcalina de Sp35 C-terminal con respecto al dominio LRR, y (iii) un dominio de inmunoglobulina
(Ig) de Sp35 C-terminal con respecto a la region alcalina; y (b) el polipéptido carece de un dominio transmembrana.
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El dominio LRR de Sp35 puede contener un LRR carboxi-terminal (LRRCT), un LRR amino-terminal (LRRNT), o
ambos. En algunos casos de la descripcion, el polipéptido Sp35 codificado carece del dominio citoplasmico. En
algunos casos, el polipéptido Sp35 codificado incluye los residuos de aminoacido 34 a 532 del SEQ ID NO: 2 y
carece de los residuos de aminoéacido 533-614.

La presente descripcion también incluye un acido nucleico que codifica un polipéptido en donde el polipéptido
incluye un dominio Ig de Sp35 y carece de un dominio LRR de Sp35, una region alcalina de Sp35, un dominio
transmembrana, y un dominio citoplasmico.

La presente descripcion también incluye un acido nucleico que codifica un polipéptido en donde el polipéptido
incluye un dominio LRR de Sp35 y carece de un dominio Ig de Sp35, una regién alcalina de Sp35, un dominio
transmembrana, y un dominio citoplasmico.

La presente descripcion también incluye un &cido nucleico que codifica un polipéptido que carece de un dominio
citoplasmico funcional, pero que incluye todos los demas dominios de Sp35. Por ejemplo, el polipéptido codificado
podria incluir los aminoacidos 1-576 del SEQ ID NO: 2 (antes del procesamiento de la secuencia sefial).

En algunos casos de la descripcion, el polipéptido codificado es un polipéptido de fusién que contiene un radical no
de Sp35. El radical no de Sp35 puede ser, por ejemplo, un radical Ig, un radical de albumina de suero, un radical de
direccionamiento, un radical informador, o un radical que facilita la purificacién. Un radical no de Sp35 preferido es
un radical de Ig, por ejemplo, un radical de Fc.

La secuencia de nucledtidos puede estar conectada operativamente a una secuencia de control de la expresion, por
ejemplo, en un vector de expresion. La presente descripcién también incluye una célula anfitriona transformada con
un vector que expresa un polipéptido Sp35 de la descripcion.

La presente descripcion también incluye un polipéptido Sp35 codificado por cualquiera de los acidos nucleicos
descritos anteriormente.

La presente descripcién también incluye un polipéptido Sp35 conjugado con un polimero, p. €j., un polialquilenglicol,
un polimero de azucar, y un polipéptido. Un polimero preferido es un polialquilenglicol, p. €j., polietilenglicol (PEG).
El polipéptido puede estar conjugado con 1, 2, 3 6 4 polimeros. Preferiblemente, el peso molecular total de los
polimeros conjugados es de 20.000 Da a 40.000 Da por polipéptido Sp35.

La presente descripcion también incluye un método para inhibir la transduccién de sefiales por NgR1. El método
incluye poner en contacto el NgR1 con una cantidad eficaz de un polipéptido Sp35. Los polipéptidos preferidos para
su uso en el método incluyen los siguientes:

(a) un polipéptido Sp35, en donde: (a) el polipéptido incluye (i) un dominio LRR de Sp35, (i) una
region alcalina de Sp35 C-terminal con respecto al dominio LRR, y (iii) un dominio inmunoglobulina (Ig) de Sp35 C-
terminal con respecto a la region alcalina; y (b) el polipéptido carece de un dominio transmembrana; y

(b) un polipéptido Sp35 que incluye un dominio Ig de Sp35 y carece de un dominio LRR de Sp35,
una region alcalina de Sp35, un dominio transmembrana, y un dominio citoplasmico.

La presente descripcidon también incluye un método para disminuir la inhibicién del crecimiento axonal de una
neurona del sistema nervioso central (SNC). El método incluye poner en contacto la neurona con una cantidad eficaz
de un polipéptido tal como un polipéptido Sp35, un anticuerpo anti-Sp35, o un fragmento de unién al antigeno de un
anticuerpo anti-Sp35.

La presente descripcion también incluye un método para inhibir el colapso del cono de crecimiento de una neurona
del SNC. El método incluye poner en contacto la neurona con una cantidad eficaz de un polipéptido tal como un
polipéptido Sp35, un anticuerpo anti-Sp35, o un fragmento de unién al antigeno de un anticuerpo anti-Sp35.

La presente descripcidon también incluye un método para tratar una enfermedad, trastorno o lesion del SNC en un
mamifero. EI método incluye administrar al mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido tal
como un polipéptido Sp35, un anticuerpo anti-Sp35, 0 un fragmento de unidn al antigeno de un anticuerpo anti-Sp35.
En algunos casos de la descripcion, las enfermedad, trastorno o lesion del SNC es una lesion de la médula espinal.
El polipéptido Sp35 se puede administrar localmente. En algunos casos del método, el polipéptido Sp35 se
administra inicialmente en el plazo de 48 horas de una lesién de la médula espinal. Para la administracion local, una
cantidad terapéuticamente eficaz del polipéptido es preferiblemente de 10 pg/kg y 10 mg/kg. Para la administracion
sistémica, la cantidad terapéuticamente eficaz del polipéptido es preferiblemente de 1 mg/kg a 20 mg/kg.

La presente descripcion también incluye un método de terapia génica ex vivo para tratar una enfermedad, trastorno

0 lesién del SNC en un mamifero. El método incluye (a) proporcionar una célula anfitriona cultivada que expresa un

polipéptido Sp35 recombinante; y (b) introducir la célula anfitriona en el mamifero en el lugar de la enfermedad,

trastorno o lesion del SNC, p. €., lesion de la médula espinal. La célula anfitriona cultivada se puede obtener a partir

del mamifero que se vaya a tratar. En este método de terapia génica ex vivo, el polipéptido Sp35 recombinante
3
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puede ser un polipéptido Sp35 completo.

La presente descripcién también incluye un método para promover la mielinizacion en el sitio de la enfermedad,
trastorno o lesion del SNC. El método incluye poner en contacto el sitio de la enfermedad, trastorno o lesion del SNC
con una cantidad eficaz de un polipéptido Sp35, p. €j., un polipéptido que contiene un dominio LRR de Sp35 y que
carece de un dominio Ig de Sp35, una region alcalina de Sp35, un dominio transmembrana, y un dominio
citoplasmico.

La presente descripcion también incluye un método de terapia génica in vivo para tratar una enfermedad, trastorno o
lesion del SNC mediante terapia génica in vivo. El método incluye las etapas de administrar a un mamifero, en o
cerca del lugar de la enfermedad, trastorno o lesion, un vector viral que contiene una secuencia de nucleétidos que
codifica un polipéptido Sp35 de modo que el polipéptido Sp35 sea expresado a partir de la secuencia de nucleétidos
en el mamifero en una cantidad suficiente para reducir la inhibiciéon de la extension axonal por las neuronas en o
cerca del sitio de la lesién. El vector viral puede ser, p. €j., un vector adenoviral, un vector lentiviral, un vector
baculoviral, un vector viral de Epstein Barr, un vector papovaviral, un vector viral de vaccinia, y un vector viral de
herpes simplex. La enfermedad, trastorno o lesion pueden ser, p. €j., una lesion de la médula espinal o una lesion
del nervio éptico. El vector viral se puede administrar por una ruta, tal como la administracion tépica, administracion
intraocular, administracion parenteral, administracion intratecal, administracion subdural y administracién
subcutanea.

La presente descripcion también incluye un método para promover la supervivencia de una neurona en riesgo de
muerte. El método incluye poner en contacto la neurona con una cantidad eficaz de un polipéptido Sp35. El
polipéptido Sp35 puede ser una forma soluble de Sp35, p. €j., una proteina de fusién Sp35-Fc. La neurona puede
estar in vitro o in vivo, p. €j., en un mamifero con una enfermedad, trastorno o lesiébn neurodegenerativos, p. €j.,
esclerosis multiple, ELA, enfermedad de Huntington, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
neuropatia diabética, ictus, lesiones cerebrales traumaticas y lesién de la médula espinal. En algunos casos de la
descripcion, el polipéptido Sp35 se administra indirectamente: (a) proporcionando una célula anfitriona cultivada que
expresa un polipéptido Sp35 recombinante; y (b) introduciendo la célula anfitriona en el mamifero en el sitio de la
neurona. En algunos casos de la descripcion, el polipéptido se administra indirectamente por medio de terapia
génica in vivo. En tal caso, el método incluye administrar, en o cerca del sitio de la neurona, un vector viral que
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido Sp35 de modo que el polipéptido Sp35 sea
expresado a partir de la secuencia de nucledtidos en el mamifero en una cantidad suficiente para promover la
supervivencia de la neurona.

Segun se utiliza en la presente memoria, "polipéptido Sp35 humano completo" significa el polipéptido cuya
secuencia de aminoacidos consiste en los aminoacidos 34-614 del SEQ ID NO: 2.

Segun se utiliza en la presente memoria, "radical heterélogo" significa una secuencia de aminoacidos no presente en
un polipéptido Sp35 completo.

Segun se utiliza en la presente memoria, "receptor de nogo 1" significa el polipéptido cuya secuencia esta disponible
publicamente bajo el nim. de acceso GenBank AAG53612.

Segun se utiliza en la presente memoria, "polipéptido antagonista de Sp35" significa un polipéptido Sp35 que
bloquea, inhibe o interfiere en la actividad biolégica de Sp35 de origen natural.

Segun se utiliza en la presente memoria, "region alcalina de Sp35" significa uno de los siguientes motivos de
aminoacidos:

RRARIRDRK (SEQ ID NO: 4)
KKVEXKVKEEKR (SEQ ID NO: 5)
RRL RLRDRK (SEQ ID NO: 6)
RRGRGRDRK (SRQ ID NO: 7)

RRIRARDRK (SEQ ID NO: 8)

La fila superior de aminoacidos (en negrita; SEC ID NO: 4) es la secuencia de region alcalina de Sp35 preferida,
mostrandose mas abajo las variantes que muestran las sustituciones opcionales (SEQ ID NOS: 5, 6, 7 y 8).

Segun se utiliza en la presente memoria, "proteina de fusion Sp35" significa una proteina de fusién que incluye un
radical de Sp35 fusionado a un radical heterélogo.

Segun se utiliza en la presente memoria, "dominio Ig de Sp35" significa los aminoacidos 433-493 del SEQ ID NO: 2,
con la condicion de que la secuencia pueda contener hasta cinco inserciones de aminoacidos individuales,
deleciones o sustituciones conservativas de aminoacidos. Las siguientes sustituciones (numeradas basandose en el
SEQ ID NO: 2) se incluyen expresamente: V por M en la posiciéon 6; S por G en la posicion 294; V por A en la
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posicion 348; y R por H en la posicion 419.

Segun se utiliza en la presente memoria, "dominio LRR de Sp35" significa un dominio que incluye de 10 a 14 de las
secuencias repetitivas ricas en leucina, incluyendo LRRNT y LRRCT, enumeradas en la Tabla 1, con la condicién de
gue pueden aparecer hasta cinco inserciones de aminodacidos, deleciones o sustituciones conservativas de
aminoacidos dentro de las 10-14 repeticiones ricas en leucina agregadas.

Segun se utiliza en la presente memoria, "radical de Sp35" significa un fragmento biolégicamente activo de un
polipéptido Sp35 completo.

Segun se utiliza en la presente memoria, "polipéptido Sp35" significa un radical de Sp35 o una proteina de fusién
que incluye un radical de Sp35.

Basandose en la descripcion contenida en la presente memoria, la presente invencién proporciona el uso de un
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une al polipéptido del SEQ ID NO: 2 para la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad o trastorno neurovegetativos en los que la
extension axonal podria ser beneficiosa en un mamifero, en donde el anticuerpo o el fragmento son capaces de
disminuir la inhibicién del crecimiento axonal de una neurona del sistema nervioso central (SNC).

La presente invencion también proporciona un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo que se
unen al polipéptido del SEQ ID NO: 2, para su uso en el tratamiento de una enfermedad o trastorno
neurodegenerativos en los que la extension axonal podria ser beneficiosa en un mamifero, en donde el anticuerpo o
el fragmento son capaces de disminuir la inhibicién del crecimiento axonal de una neurona del sistema nervioso
central (SNC).

Los aspectos y realizaciones adicionales de la presente invencion se exponen en las reivindicaciones adjuntas.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria tienen
el mismo significado entendido cominmente por un experto normal en la técnica a la que pertenece la invencion. En
caso de conflicto, prevalecera la presente memoria descriptiva, incluyendo las definiciones.

Aungue se pueden utilizar métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente memoria en
la practica o ensayo de la invencién, los métodos y materiales preferidos se describen a continuacion. Se pretende
que los materiales, métodos y ejemplos sean meramente ilustrativos, y no limitantes. Otras caracteristicas y ventajas
de la presente descripcion seran evidentes a partir de la descripcion detallada y de las reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos
La FIG. 1 es la secuencia de nucleétidos de un ADNc de Sp35 humano completo (SEQ ID NO: 1)
La FIG. 2 es la secuencia de aminoacidos de un polipéptido de Sp35 humano completo (SEQ ID NO: 2).

La FIG. 3 es una ilustracion esquematica de la estructura del dominio Sp35 y un mapeo de delecién para identificar
la secuencia o secuencias de Sp35 que se unen a NgR1.

La FIG. 4 es un histograma que resume los datos sobre Sp35 que se une a células COS7 transfectadas con un
vector de expresién que codifica p75 de rata o un control de vector. Después de 48 horas, AP-Sp35 o AP se
incubaron con las células. La AP unida se detect6 utilizando reactivo de deteccion cromogénico de AP.

La FIG. 5 es un histograma que resume los datos sobre la unién de AP-OMgp, y AP-Nogo-66 a células COS7
transfectadas con un vector de expresion que codifica NgR1; NgR1 y p75; NgR1, p75, y Sp35, o un control de
vector. Después de 48 horas, se incubaron AP-Omgp, AP-Nogo-66 o AP con las células. La AP unida se detectd
utilizando reactivo de deteccion cromogénico de AP.

La FIG. 6 es un histograma que resume los datos sobre la mitigacion de la actividad inhibidora de los inhibidores de
mielina sobre la proyeccion de neuritas in vitro. La longitud de neuritas se midié6 sobre neuronas granulares de
cerebelo de rata 7 dias después del nacimiento que expresaban DN-Sp35, Sp35 completo, o controles cultivados
sobre sustrato Omgp inmovilizado, mielina y Nogo-66. Las células transfectadas DN-Sp35 mostraron una
disminucion de la respuesta a los sustratos inhibidores. Longitud de las neuritas se cuantificé a partir de 1000
neuronas por grupo de tratamiento de dos experimentos independientes (p <0,01).

La FIG. 7 es un histograma que resume los datos sobre la mitigacion de la actividad inhibidora de los inhibidores de
mielina por Sp35-Fc. La longitud de las neuritas se midié6 en neuronas granulares de cerebelo de rata 7 dias
después del nacimiento (1000 neuronas) cultivadas en sustrato inmovilizado OMgp, mielina o Nogo-66 en presencia
0 ausencia de Sp35-Fc. Sp35-Fc redujo la inhibicién de la proyeccién de las neuritas causada por Omgp, Nogo-66 y
MAG. La longitud de neuritas se cuantifico a partir de 1000 neuronas por grupo de tratamiento de dos experimentos
independientes (p <0,01).
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La FIG. 8 es un grafico que resume los datos de un experimento que demuestra que Sp35-Fc administrado
intratecalmente mejora la recuperacion funcional después de la hemiseccion dorsal en una rata. La puntuacion BBB
locomotora se midi6 como una funcién del tiempo después de la hemiseccion dorsal en ratas de control (IgG) o
tratadas con Sp35-Fc (8 animales por grupo). El tratamiento se inici6 en el momento de la lesion de la médula
espinal.

La FIG. 9 es un gréafico que muestra las puntuaciones BBB de los animales individuales en la semana cuatro en el
experimento resumido en la FIG. 8.

Descripcion detallada de la invencion

El Sp35 humano de origen natural es una proteina especifica del SNC glicosilada que contiene 614 aminoacidos
(FIG. 2; SEQ ID NO: 2). El polipéptido Sp35 de tipo salvaje completo, humano contiene un dominio LRR que consta
de 14 repeticiones ricas en leucina (incluyendo protecciones N- y C-terminales), un dominio lg, una regién
transmembrana, y un dominio citoplasmico (FIG. 3) . El dominio citoplasmico contiene un sitio de fosforilacion
canonico de tirosina. Ademas, la proteina Sp35 de origen natural contiene una secuencia sefial, una region alcalina
corta entre el LRRCT y el dominio Ig, y una regién transmembrana entre el dominio Ig y el dominio citoplasmico (FIG.
3). El gen de Sp35 humano contiene codones de inicio de la traduccién alternativos, de modo que seis aminoacidos
adicionales, es decir, MQVSKR (SEQ ID NO: 9) pueden estar presentes 0 no en el extremo N-terminal de la
secuencia sefial de Sp35. La Tabla 1 enumera los dominios Sp35 y otras regiones, de acuerdo con el nUmero de
residuos de aminoécido, basandose en la secuencia en la FIG. 2 (SEQ ID NO: 2).

Tabla 1
Dominio o Regién Residuo de Comienzo |Residuo de Finalizacién
Secuencia Sefial 1 33
LRRNT 34 64
LRR 66 89
LRR 90 113
LRR 114 137
LRR 138 161
LRR 162 185
LRR 186 209
LRR 210 233
LRR 234 257
LRR 258 281
LRR 282 305
LRR 306 329
LRR 330 353
LRRCT 363 416
Alcalino 417 424
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Dominio o Regién Residuo de Comienzo | Residuo de Finalizacién
Ig 433 493
Secuencia de Conexion 494 551
Transmembrana 552 576
Citoplasmico 577 614

La distribucién tisular y la expresion evolutiva de Sp35 se han estudiado en seres humanos y ratas. La biologia de
Sp35 se ha estudiado en un modelo animal (rata) experimental. La expresién de Sp35 de rata se localiza en
neuronas del SNC y oligodendrocitos del cerebro, seguin se determina por medio de transferencia Northern y tincion
inmuno-histoquimica. El nivel de expresion del ARNm de Sp35 de rata esta regulado evolutivamente, alcanzando un
maximo poco después del nacimiento, es decir, aprox. el primer dia después del nacimiento. En un modelo de lesion
de transeccion de la médula espinal de ratas, Sp35 esta regulado al alza en el sitio de la lesion, segin se determina
mediante RT-PCR.

Los autores de la presente invencién han descubierto que Sp35 de tipo salvaje completo se une a NgR1. Los
derivados solubles de Sp35 funcionan como polipéptidos antagonistas de Sp35 mediante la unién a NgR1 y
bloquean, inhiben o interfieren su funcién, mitigando de este modo la inhibicién mediada por NgR1 de la extensién
axonal que normalmente tiene lugar en las neuronas del SNC. Esto es beneficioso en situaciones donde se necesita
la extensién axonal o el brote de neuritas en el cerebro o la médula espinal. La lesién de la médula espinal,
incluyendo aplastamiento o rotura parcial o completa, es un ejemplo de una situaciéon en la que es necesaria la
extension axonal, pero se inhibe normalmente a través del funcionamiento de la ruta Nogo. Los ejemplos de
enfermedades o trastornos en los que la extension axonal y/o el brote de neuritas en el cerebro serian beneficiosos
incluyen el ictus, la esclerosis multiple, y otras enfermedades o trastornos neurodegenerativos.

En los métodos de la presente descripcion, se puede administrar directamente un polipéptido Sp35 0 un anticuerpo
bloqueador de Sp35 (o fragmento de anticuerpo de unién a antigeno) en forma de un polipéptido preformado, o
indirectamente a través de un vector de acido nucleico, para suscitar antagonismo de la funcion de NgR1 y permitir
la proyeccion axonal beneficiosa.

En algunos casos de la descripcién, se administra un polipéptido antagonista de Sp35 soluble en un método de
tratamiento que incluye: (1) transformar o transfectar una célula anfitriona implantable con un &cido nucleico, p. €j.,
un vector, que expresa un polipéptido Sp35; y (2) implantar la célula anfitriona transformada en un mamifero, en el
sitio de una enfermedad, trastorno o lesion. Por ejemplo, la célula anfitriona transformada puede ser implantada en
el sitio de una lesion de la médula espinal. En algunos casos de la descripcion, la célula anfitriona implantable se
retira de un mamifero, se cultiva de manera temporal, se transforma o se transfecta con un &cido nucleico aislado
que codifica un polipéptido Sp35 soluble, y se implanta de nuevo en el mismo mamifero del que se retird. La célula
puede ser, pero no se requiere que sea, retirada del mismo sitio en donde se implanta. Tales casos, a veces
conocidos como terapia génica ex vivo, pueden proporcionar un suministro continuo del polipéptido Sp35, localizado
en el sitio del sitio de accion, durante un periodo limitado de tiempo.

La presente descripcion proporciona oligopéptidos Utiles como moduladores de la interaccién de Sp35 con NgR1 e
interacciones homotipicas de Sp35. Estos oligopéptidos pueden incluir un motivo de aminoacido seleccionado del
grupo que consiste en:

LSPRKH (SEQ ID NO: 10)
ITP KR K (SEQ ID NO: 11)
ACPHEREK (SEQ ID NO: 12)
VSPRXKH (SEQ ID NO: 13)

La fila superior de aminoéacidos (en negrita; SEC ID NO: 10) es la secuencia preferida, mostrandose mas abajo las
variantes que comprenden las sustituciones opcionales (SEQ ID NO: 11, 12 y 13).

A continuacién se describen diversos polipéptidos Sp35 ilustrativos, anticuerpos y fragmentos de anticuerpos anti-
Sp35, y métodos y materiales para la obtencion de estas moléculas para la practica de la presente descripcion.

Proteinas de fusién y polipéptidos conjugados
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Algunos casos de la presente descripcion implican el uso de un polipéptido Sp35, por ejemplo, un polipéptido
antagonista de Sp35, en donde un radical de Sp35 esta fusionado a un radical polipeptidico heterélogo para formar
una proteina de fusion de Sp35. Las proteinas de fusién de Sp35 se pueden utilizar para lograr diversos objetivos, p.
ej., aumento de la vida media en suero, mejora de la biodisponibilidad, direccionamiento in vivo a un tipo de 6rgano o
tejido especifico, mejora de la eficacia de la expresién recombinante, mejora de la secrecion de la célula anfitriona,
facilidad de purificacion, y mayor avidez. Dependiendo del objetivo o de los objetivos que deban alcanzarse, el
radical heter6logo puede ser inerte o biolégicamente activo. Asimismo, se puede seleccionar para que se fusione de
forma estable al radical de Sp35 o para que sea escindible, in vitro o in vivo. Los radicales heter6logos para lograr
diferentes objetivos son conocidos en la técnica.

Como una alternativa a la expresion de una proteina de fusion de Sp35, un radical heter6logo seleccionado puede
ser preformado y conjugado quimicamente al radical de Sp35. En la mayoria de los casos, el radical heterélogo
seleccionado funcionard de manera similar, ya se fusione o conjugue con el radical de Sp35. Por lo tanto, en la
siguiente discusion de las secuencias de aminoacidos heterdlogas, a menos que se indique lo contrario, se debe
entender que la secuencia heteréloga puede estar unida al radical de Sp35 en forma de una proteina de fusién o en
forma de un producto conjugado quimico.

Los polipéptidos farmacoldgicamente activos tales como Sp35 a menudo presentan un rapido aclaramiento in vivo,
lo que exige grandes dosis para alcanzar concentraciones terapéuticamente eficaces en el organismo. Ademas,
polipéptidos mas pequefios de aproximadamente 60 kDa experimentan potencialmente filtracion glomerular, que a
veces conduce a nefrotoxicidad. La fusién o conjugacion de polipéptidos relativamente pequefios tales como
fragmentos de Sp35 se pueden emplear para reducir o evitar el riesgo de dicha nefrotoxicidad. Se conocen diversas
secuencias heter6logas de aminoacidos, es decir, radicales o "portadores” polipeptidicos, para el aumento de la
estabilidad in vivo, es decir, la vida media en suero, de polipéptidos terapéuticos.

Debido a su larga vida media, amplia distribucion in vivo, y carencia de funcién enzimatica o inmunolégica,
esencialmente la albumina de suero humana (HSA) completa, o un fragmento de HSA, es un radical heterélogo
preferido. A través de la aplicacion de métodos y materiales tales como los que ilustran Yeh et al., 1992, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 89: 1904-1908 y Syed el al., 1997, Blood 89: 3243-3252, la HSA se puede utilizar para formar una
proteina de fusion o producto conjugado de Sp35 que muestra actividad farmacoldgica en virtud del radical de Sp35
a la vez que exhibe un aumento significativo, p. ej., de 10 veces a 100 veces mayor, de la estabilidad in vivo.
Preferiblemente, el extremo C de la HSA se fusiona al extremo N del radical de Sp35. Puesto que la HSA es una
proteina secretada de forma natural, la secuencia sefial de HSA puede aprovecharse para obtener la secrecion de la
proteina de fusién de Sp35 al medio de cultivo celular, cuando la proteina de fusion se produce en un sistema de
expresion eucariotico, p. ej., de mamifero.

En algunos casos de esta descripcion se emplea un polipéptido Sp35 en donde un radical de Sp35 esta fusionado a
una region Fc, es decir, la porcién C-terminal de una regidn constante de cadena pesada de Ig. Las ventajas
potenciales de una fusion Sp35-Fc incluyen solubilidad, estabilidad in vivo, y multivalencia, p. ej., dimerizacién. La
region Fc utilizada puede ser una region Fc de IgA, IgD, o I1gG (bisagra-CH2-CH3). Alternativamente, puede ser una
region Fc de IgE o IgM (bisagra-CH2-CH3-CH4). Se prefiere una region Fc de 1gG, p. €j., una regién Fc de IgG1 o la
region Fc de IgG4. Los materiales y métodos para construir y expresar ADN que codifica fusiones de Fc son
conocidos en la técnica y pueden aplicarse para obtener fusiones de Sp35 sin experimentacion indebida. Algunas
realizaciones de la presente descripcion emplean una proteina de fusién del tipo descrito por Capon et al. en las
Patentes de los Estados Unidos Nums. 5.428.130 y 5.565.335.

La secuencia sefial es un polinucleétido que codifica una secuencia de aminoacidos que inicia el transporte de una
proteina a través de la membrana del reticulo endoplasmico. Las secuencias sefial (tiles para la construccién de una
inmunofusina incluyen secuencias sefial de cadenas ligeras de anticuerpos, p. €j., anticuerpo 14.18 (Gillies et al.,
1989, J. Immunol. Meth, 125:191-202), secuencias sefial de cadenas pesadas de anticuerpos, p. €j., la secuencia
sefial de la cadena pesada del anticuerpo MOPC141 (Sakano el al., 1980, Nature 286:5774). Alternativamente, se
pueden utilizar otras secuencias sefial. Véase, p. ej., Watson, 1984, Nucleic Acids Research 12:5145). El péptido
sefial es escindido por lo general en el lumen del reticulo endoplasmico por peptidasas sefial. Esto da como
resultado la secrecidn de una proteina inmunofusina que contiene la regién Fc y el radical de Sp35.

En algunos casos, la secuencia de ADN codifica un sitio de escision proteolitica entre el casete de secrecién y el
radical de Sp35. Un sitio de escisién proporciona la escision proteolitica de la proteina de fusién codificada,
separando de ese modo el dominio Fc de la proteina diana. Los sitios de escisidn proteolitica Utiles incluyen
secuencias de aminoacidos reconocidas por enzimas proteoliticas tales como tripsina, plasmina, trombina, factor Xa,
0 enteroquinasa K.

El casete de secrecidon puede ser incorporado a un vector de expresion replicable. Los vectores (tiles incluyen
acidos nucleicos lineales, plasmidos, fagémidos, cosmidos y similares. Un vector de expresion ilustrativo es pdC, en
donde la transcripcion del ADN de inmunofusina se coloca bajo el control del intensificador y promotor del
citomegalovirus humano. Véase, p. €j., Lo et al., 1991, Biochim. Biophys. Acta 1088:712; y Lo el al., 1998, Protein
Engineering 11:495-500. Una célula anfitriona apropiada puede ser transformada o transfectada con un ADN que
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codifica un polipéptido Sp35, y se utiliza para la expresion y secrecion del polipéptido Sp35. Las células anfitrionas
preferidas incluyen células de hibridoma inmortales, células de mieloma, células 293, células de ovario de hamster
chino (CHO), células Hela, y células COS.

Las regiones Fc de tipo salvaje, completamente intactas muestran funciones efectoras que normalmente son
innecesarias y no deseadas en una proteina de fusion de Fc de acuerdo con la presente descripcion. Por lo tanto,
ciertos sitios de unién se eliminan preferiblemente de la regién Fc durante la construccién del casete de secrecion.
Por ejemplo, puesto que la expresion simultanea con la cadena ligera es innecesaria, el sitio de unién para la
proteina de unién de cadena pesada, Bip (Hendershot et al., 1987, Immunol. Today 8:111-114), se suprime del
dominio CH2 de la regién Fc de IgE, de tal modo que este sitio no interfiera en la secrecién eficaz de la
inmunofusina. Asimismo, los residuos de cisteina presentes en las regiones Fc que son responsables de la unién a
la cadena ligera de la inmunoglobulina deben ser eliminados o sustituidos por otro aminoacido, de tal manera que
estos residuos de cisteina no interfieran en el plegamiento apropiado de la regién Fc cuando ésta sea producida en
formas de una inmunofusina. Las secuencias de los dominios transmembrana, tales como las presentes en IgM, se
deben suprimir.

Se prefiere la region Fc de IgG1. Alternativamente, la regiéon Fc de las otras subclases de inmunoglobulina gamma
(gamma-2, gamma-3 y gamma-4) se puede utilizar en el casete de secrecidén. La regién Fc de IgGl de la
inmunoglobulina gamma-1 utilizada preferiblemente en el casete de secrecion incluye la regién bisagra (al menos
parte), la regién CH2 y la region CH3. En algunos casos, la regién Fc de la inmunoglobulina gamma-1 es un Fc con
CH2 suprimida, que incluye parte de la regién bisagra y la region CH3, pero no la regién CH2. Un Fc con CH2
suprimida ha sido descrito por Gillies et al., 1990, Hum. Antibod. Hybridomas, 1:47. En algunos casos, se utilizan las
regiones Fc de IgA, IgD, IgE, o IgM.

Las proteinas de fusion de Sp35-Fc se pueden construir en varias configuraciones diferentes. En una configuracion,
el extremo C del radical de Sp35 se fusiona directamente al extremo N del radical de Fc. En una configuracién
ligeramente diferente, un polipéptido corto, p. €j., 2-10 aminoacidos, se incorpora a la fusion entre el extremo N del
radical de Sp35 y el extremo C del radical de Fc. Un conector de este tipo proporciona flexibilidad conformacional,
que puede mejorar la actividad biolégica en algunas circunstancias. Si se conserva una porcion suficiente de la
regién bisagra en el radical de Fc, la fusion de Sp35-Fc se dimerizara, formando de este modo una molécula
divalente. Una poblacion homogénea de fusiones de Fc monoméricos producird dimeros bivalentes,
monoespecificos. Una mezcla de dos fusiones de Fc monoméricos que tienen cada uno una especificidad diferente
producira dimeros bivalentes, biespecificos.

Se puede utilzar cualquiera de varios agentes de entrecruzamiento que contenga un grupo reactivo con amino
correspondiente y un grupo reactivo con tiol para conectar Sp35 a la albumina de suero. Los ejemplos de los
conectores adecuados incluyen agentes de entrecruzamiento reactivos con amina que insertan una maleimida
reactiva con tiol, p. ej., SMCC, AMAS, BMPS, MBS, EMCS, SMPB, SMPH, KMUS y GMBS. Otros conectores
adecuados insertan un grupo haloacetato reactivo con tiol, p. ej., SBAP, SIA, SIAB. Los conectores que
proporcionan un tiol protegido o no protegido para la reaccion con grupos sulfhidrilo para producir un enlace
reducible incluyen SPDP, SMPT, SATA y SATP. Tales reactivos estan disponibles en el mercado (p. €j., Pierce
Chemicals).

La conjugacion no tiene que implicar el extremo N de un polipéptido Sp35 o el radical tiol en la albimina de suero.
Por ejemplo, se pueden obtener fusiones de Sp35-albumina utilizando técnicas de ingenieria genética, en donde el
radical de Sp35 se fusiona con el gen de la alblmina de suero en su extremo N-terminal, C-terminal, o ambos.

Los polipéptidos Sp35 se pueden fusionar a péptidos heterélogos para facilitar la purificacion o identificacién del
radical de Sp35. Por ejemplo, una etiqueta de histidina se puede fusionar a un polipéptido Sp35 para facilitar la
purificacién utilizando medios de cromatografia disponibles en el marcado.

En algunos casos de la descripcion, se utiliza un constructo de fusion de Sp35 para mejorar la produccion de un
radical de Sp35 en bacterias. En tales constructos se emplea una proteina bacteriana normalmente expresada y/o
secretada a un nivel alto como compafiero de fusion N-terminal de un polipéptido Sp35. Véanse, p. €j., Smith et al.,
1988 Gen 67:31; Hopp el al., 1988, Biotechnology 6:1204; La Vallie el al., 1993, Biotechnology 11:187.

En algunos casos de la descripcion, un constructo de fusién incluye un radical de Sp35 y un segundo radical de
union a NgR1 humano, p. €., un radical de la glucoproteina oligodendrocitomielina (OMgp), un radical de
glicoproteina asociada a mielina (MAG), o radical de Nogo66. Las ventajas de tales constructos incluyen el aumento
de afinidad de unién a NgR1.

La secuencia de aminoacidos OMgp completa es conocida en la técnica (NUm. de acceso GenBank P23515). Los
ejemplos especificos de las fusiones Sp35-OMgp incluyen los siguientes:

Sp35 (aa 34-532) + Fc de IgG1 + OMgp (residuos de aminoéacido 25 a 400); y

Sp35 (aa 34-532) + HSA + OMgp (residuos de aminoéacido 25 a 400).
9
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La secuencia de aminoacidos completa de MAG es conocida en la técnica (Nam. de Acceso GenBank A61084). Los
ejemplos especificos de las fusiones de Sp35-MAG incluyen los siguientes:

Sp35 (aa 34-532) + Fc de IgG1 + MAG (residuos de aminoacido 12 a 500); y
Sp35 (aa 34-532) + HSA + MAG (residuos de aminoacido 12 a 500).

La secuencia de aminoacidos de Nogo completa es conocida en la técnica (NogoA NUum. de Acceso GenBank
AY102279). Los ejemplos especificos de las fusiones de Sp35-Nogo incluyen los siguientes:

Sp35 (aa 34-532) + Fc de IgG1 + Nogo66 (residuos de aminoacido NogoA 1056-1122);
Sp35 (aa 34-532) + HSA + Nogo66 (residuos de aminoacido NogoA 1056-1122);

Sp35 (aa 34-532) + Fc de IgG1 + amino Nogo (residuos de aminoacido NogoA 1-949); y
Sp35 (aa 34-532) + HSA + amino Nogo (NogoA residuos de aminoacido 1 a 949).

Mediante la fusién de un radical de Sp35 al extremo amino y carboxilo de un comparfiero de fusion adecuado, se
pueden obtener formas bivalentes o tetravalentes de un polipéptido Sp35. Por ejemplo, un radical de Sp35 se puede
fusionar los extremos amino y carboxi terminales de un radical Ig para producir un polipéptido monomérico bivalente
gue contiene dos radicales de Sp35. Tras la dimerizacion de dos de estos mondmeros, en virtud del radical de Ig, se
obtiene una forma tetravalente de una proteina Sp35. Tales formas multivalentes se pueden utilizar para lograr una
mayor afinidad de unién para la diana. También se pueden obtener formas multivalentes de Sp35 mediante la
colocacion de radicales de Sp35 en tandem para formar concatdmeros, que se pueden emplear solos o fusionados
con un compafiero de fusion tal como Ig o HSA.

Polimeros conjugados (distintos de polipéptidos)

Algunos casos de la descripcion implican un polipéptido Sp35 en donde uno o mas polimeros se conjugan (se unen
covalentemente) al polipéptido Sp35. Los ejemplos de los polimeros adecuados para dicha conjugacion incluyen
polipéptidos (comentados anteriormente), polimeros de azlcares y cadenas de polialquilenglicol. Tipicamente, pero
no necesariamente, un polimero se conjuga con el polipéptido Sp35 con el fin de mejorar una o mas de las
siguientes: solubilidad, estabilidad o biodisponibilidad.

Una clase preferida de polimero para la conjugaciéon con un polipéptido Sp35 es un polialquilenglicol. El
polietilenglicol (PEG) es particularmente preferido. Los radicales de PEG, p. €j., polimeros de 1, 2, 3, 4 0 5 PEG,
pueden conjugarse con cada polipéptido Sp35 para aumentar la vida media en suero, en comparacion con el
polipéptido Sp35 solo. Los radicales de PEG son no antigénicos y esencialmente biolégicamente inertes. Los
radicales de PEG utilizados en la practica de la descripcion pueden ser ramificados o no ramificados.

El nimero de radicales de PEG unidos al polipéptido Sp35 y el peso molecular de las cadenas de PEG individuales
pueden variar. En general, a mayor peso molecular del polimero, menos cadenas de polimero ancladas al
polipéptido. Preferiblemente, la masa total de polimero unido al polipéptido Sp35 es de 20 kDa a 40 kDa. Por lo
tanto, si se ancla una cadena de polimero, el peso molecular preferido de la cadena es de 20-40 kDa. Si se anclan
dos cadenas, el peso molecular preferido de cada cadena es de 10-20 kDa. Si se anclan tres cadenas, el peso
molecular preferido es de 7-14 kDa.

El polimero, p. ej., PEG, se puede conectar al polipéptido Sp35 a través de cualquier grupo reactivo expuesto,
adecuado en el polipéptido. El grupo o grupos reactivos expuestos pueden ser, por ejemplo, un grupo amino N-
terminal o el grupo épsilon-amino de un residuo de lisina interno, o ambos. Un polimero activado puede reaccionar y
unirse covalentemente a cualquier grupo amino libre en el polipéptido Sp35. También se pueden utilizar grupos
carboxilicos libres, grupos carbonilo activados adecuadamente, hidroxilo, guanidilo, imidazol, radicales de
carbohidrato oxidados y grupos mercapto de Sp35 (si estuvieran disponibles) como grupos reactivos para la union
del polimero.

Preferiblemente, en una reacciéon de conjugacién, se emplean de aproximadamente 1,0 a aproximadamente 10
moles de polimero activado por mol de polipéptido, dependiendo de la concentracion de polipéptido. Por lo general,
la proporcion elegida representa un equilibrio entre la maximizacion de la reaccién a la vez que se minimizan las
reacciones secundarias (a menudo no especificas) que pueden perjudicar la actividad farmacologica deseada del
radical de Sp35. Preferiblemente, se conserva al menos 50% de la actividad biolégica (como se demuestra, p. €j., en
cualquiera de los analisis descritos en la presente memoria o conocidos en la técnica) del polipéptido Sp35, y lo mas
preferiblemente se conserva casi 100%.

El polimero se puede conjugar al polipéptido Sp35 utilizando la quimica convencional. Por ejemplo, se puede acoplar
un radical de polialquilenglicol a un grupo épsilon-amino de lisina del polipéptido Sp35. La conexién a la cadena
lateral de lisina se puede realizar con un éster activo de N-hidroxilsuccinimida (NHS) tal como succinimidil succinato
de PEG (SS-PEG) y propionato de succinimidilo (SPA-PEG). Los radicales de polialquilenglicol adecuados incluyen,
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p. €j., carboximetil-NHS, norleucina-NHS, SC-PEG, tresilato, aldehido, epo6xido, carbonilimidazol y carbonato de
PNP. Estos reactivos estan disponibles en el mercado. Los conectores de PEG reactivos con amina adicionales
pueden ser sustituidos por el radical succinimidilo. Estos incluyen, p. ej., isotiocianatos, nitrofenilcarbonatos,
epoxidos, y carbonatos de benzotriazol. Las condiciones se seleccionan preferiblemente para maximizar la
selectividad y el alcance o la reaccion. Dicha optimizacion de las condiciones de reaccién se encuentra dentro del
conocimiento practico normal de la técnica.

La PEGilacion puede llevarse a cabo mediante cualquiera de las reacciones de PEGilacion conocidas en la técnica.
Véase, p. €j., Focus on Growth Factors, 3:4-10, 1992; solicitudes de patente Europea publicadas EP 0 154 316 y EP
0 401 384. La PEGilacién puede llevarse a cabo utilizando una reaccion de acilacién o una reaccion de alquilacion
con una molécula de polietilenglicol reactiva (o un polimero soluble en agua reactivo analogo).

La PEGilacion por acilacién generalmente implica hacer reaccionar un derivado éster activo de polietilenglicol. En la
PEGilacion se puede emplear cualquier molécula de PEG reactivo. Un éster de PEG activado preferido es PEG
esterificado con N-hidroxisuccinimida (NHS). Segln se utiliza en la presente memoria, "acilacion" incluye, sin
limitacion, los siguientes tipos de uniones entre la proteina terapéutica y un polimero soluble en agua tal como PEG:
amida, carbamato, uretano, y similares. Véase, Bioconjugate Chem. 5: 133-140, 1994. Los parametros de reaccion
se deben seleccionar para evitar condiciones de temperatura, disolvente y pH que dafarian o inactivarian el
polipéptido Sp35.

Preferiblemente, la unién de conexion es una amida. Preferiblemente, al menos 95% del producto resultante esta
mono, di- o tri-pegilado. Sin embargo, se pueden formar algunas especies con mayores grados de PEGilacién en
cantidades que dependen de las condiciones de reaccion especificas utilizadas. Opcionalmente, las especies
PEGiladas purificadas se separan de la mezcla, particularmente las especies que no han reaccionado, mediante
métodos de purificacion convencionales, incluyendo, p. ej., dialisis, desplazamiento salino, ultrafiltracion,
cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de filtracion en gel, y electroforesis.

La PEGilacion por medio de alquilacion implica generalmente hacer reaccionar un derivado aldehido terminal de
PEG con Sp35 en presencia de un agente reductor. Ademas, se pueden manipular las condiciones de reaccion para
favorecer la PEGilacion sustancialmente solo en el grupo amino N-terminal de Sp35 (es decir, una proteina mono-
pegilada). En cualquier caso de mono-PEGilacién o poli-PEGilacién, los grupos PEG se unen preferiblemente a la
proteina mediante un grupo -CH2-NH-. Con referencia particular al grupo -CH2-, este tipo de unién se conoce como
unién "alquilica”.

La derivatizacion mediante alquilacion reductiva para producir un producto mono-PEGilado explota la reactividad
diferencial de los diferentes tipos de grupos amino primarios (lisina frente a extremo N) disponibles para la
derivatizacion. La reaccion se realiza a un pH que permita sacar ventaja de las diferencias de pKa entre los grupos
épsilon-amino de los residuos de lisina y el del grupo amino N-terminal de la proteina. Mediante tal derivatizacion
selectiva, se controla la unién de un polimero soluble en agua que contiene un grupo reactivo tal como un aldehido,
a una proteina: la conjugacién con el polimero tiene lugar predominantemente en el extremo N-terminal de la
proteina y no se produce la modificacion significativa de otros grupos reactivos, tales como los grupos amino de la
cadena lateral de la lisina.

Las moléculas de polimero utilizadas en los enfoques tanto de acilacion como de alquilacion se seleccionan entre los
polimeros solubles en agua. El polimero seleccionado debe ser modificado para tener un Unico grupo reactivo, tal
como un éster activo para la acilacién o un aldehido para la alquilacion, preferiblemente, de modo que el grado de
polimerizacién pueda controlarse como se indica en los presentes métodos. Un aldehido de PEG reactivo ilustrativo
es polietilenglicol propionaldehido, que es estable en agua, o derivados mono alcoxi o ariloxi C1-C10 del mismo
(véase, la Patente de los Estados Unidos Num. 5.252.714). El polimero puede ser ramificado o no ramificado. Para
las reacciones de acilacion, el polimero o los polimeros seleccionados deben tener un Unico grupo éster reactivo.
Para la alquilacion reductiva, el polimero o los polimeros seleccionados deben tener un Unico grupo aldehido
reactivo. Generalmente, el polimero soluble en agua no sera seleccionado entre los residuos glicosilo de origen
natural ya que estos son elaborados generalmente mas convenientemente por sistemas de expresion recombinantes
de mamifero.

Los métodos para la preparacién de un Sp35 PEGilado generalmente incluyen las etapas de (a) hacer reaccionar
una proteina o polipéptido Sp35 con polietilenglicol (tal como un éster reactivo o derivado aldehido de PEG) bajo
condiciones en las que la molécula se une a uno o mas grupos de PEG, y (b) obtener el producto o los productos de
reaccion. En general, las condiciones de reaccién Optimas para las reacciones de acilacién seran determinadas caso
por caso basandose en parametros conocidos y el resultado deseado. Por ejemplo, cuanto mayor sea la proporcion
de PEG:proteina, mayor sera el porcentaje de producto poli-PEGilado.

La alquilacion reductiva para producir una poblacion sustancialmente homogénea de mono-polimero/Sp35
generalmente incluye las etapas de: (a) hacer reaccionar una proteina o polipéptido Sp35 con una molécula de PEG
reactiva bajo condiciones de alquilacién reductiva, a un pH adecuado para permitir la modificacion selectiva del
grupo amino N-terminal de Sp35; y (b) obtener el producto o los productos de reaccion.
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Para una poblacién sustancialmente homogénea de mono-polimero/Sp35, las condiciones de reaccion de alquilacion
reductiva son aquellas que permiten la union selectiva del radical del polimero soluble en agua al extremo N-terminal
de Sp35. Tales condiciones de reaccién proporcionan generalmente diferencias de pKa entre los grupos amino de la
cadena lateral de lisina y el grupo amino N-terminal. Para los propésitos de la presente descripcion, el pH preferido
esta en el intervalo de 3-9, preferiblemente 3-6.

Los polipéptidos Sp35 pueden incluir una etiqueta, p. €j., un radical que puede ser liberado posteriormente por medio
de proteolisis. Por lo tanto, el radical de lisina se puede modificar selectivamente haciendo reaccionar primero una
etiqueta de His modificada con un conector de bajo peso molecular tal como el reactivo de Traut (Pierce) que
reaccionara tanto con la lisina como con el extremo N-terminal, y a continuacion liberando la etiqueta de His. El
polipéptido contendra entonces un grupo SH libre que puede modificarse selectivamente con un PEG que contiene
un grupo de cabeza reactivo con tiol tal como un grupo maleimida, un grupo vinilsulfona, un grupo haloacetato, o un
SH libre o protegido.

El reactivo de Traut puede ser sustituido por cualquier conector que establezca un sitio especifico para la union de
PEG. Por ejemplo, el reactivo de Traut puede reemplazarse por SPDP, SMPT, SATA, o SATP (Pierce). Del mismo
modo se podria hacer reaccionar la proteina con un conector de amina reactiva que inserte una maleimida (por
ejemplo SMCC, AMAS, BMPS, MBS, EMCS, SMPB, SMPH, KMUS, o GMBS), un grupo haloacetato (SBAP, SIA,
SIAB), 0 un grupo vinilsulfona y hacer reaccionan el producto resultante con un PEG que contenga un SH libre.

En algunos casos, el radical de polialquilenglicol se acopla a un grupo cisteina del polipéptido Sp35. El acoplamiento
puede realizarse utilizando, p. €j., un grupo maleimida, un grupo vinilsulfona, un grupo haloacetato, o un grupo tiol.

Opcionalmente, el polipéptido Sp35 se conjuga con el radical de polietilenglicol a través de un enlace labil. El enlace
labil puede escindirse en, p. €j., hidrolisis bioquimica, proteolisis, o escision de sulfhidrilo. Por ejemplo, el enlace
puede escindirse en condiciones in vivo (fisiologicas).

Las reacciones pueden tener lugar por medio de cualquier método adecuado utilizado para hacer reaccionar
materiales biolégicamente activos con polimeros inertes, preferiblemente a un pH de aproximadamente 5-8, p. €j.,
pH de 5, 6, 7, u 8, si los grupos reactivos se encuentran en el grupo alfa amino en el extremo N-terminal.
Generalmente, el procedimiento implica preparar un polimero activado y después de ello hacer reaccionar la
proteina con el polimero activado para producir la proteina soluble adecuada para la formulacion.

Vectores

La presente descripcidn proporciona vectores que comprenden los acidos nucleicos que codifican polipéptidos Sp35.
La eleccién del vector y las secuencias de control de la expresion a las que los acidos nucleicos de la presente
descripcion estan conectados operativamente dependen de las propiedades funcionales deseadas, p. ej., expresion
de la proteina, y de célula anfitriona que se vaya a transformar.

Los elementos de control de la expresion Utiles para regular la expresiéon de una secuencia codificante conectada
operativamente son conocidos en la técnica. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, promotores inducibles,
promotores constitutivos, sefiales de secrecién y otros elementos reguladores. Cuando se utiliza un promotor
inducible, éste puede ser controlado, p. €j., por un cambio en el estado de nutrientes, o un cambio en la temperatura,
en el medio de la célula anfitriona.

El vector puede incluir un replicon procariético, es decir, una secuencia de ADN que tiene la capacidad de dirigir la
replicaciébn auténoma y mantener la molécula de ADN recombinante extra-cromos6micamente en una célula
anfitriona bacteriana. Tales replicones son bien conocidos en la técnica. Ademas, los vectores que incluyen un
replicon procariético pueden incluir también un gen cuya expresion confiere un marcador detectable tal como la
resistencia a farmacos. Los ejemplos de genes bacterianos de resistencia a farmacos son los que confieren
resistencia a ampicilina o tetraciclina.

Los vectores que incluyen un replicén procariético también pueden incluir un promotor procariético o de bacteriéfago
para dirigir la expresion de las secuencias de genes codificantes en una célula anfitriona bacteriana. Las secuencias
promotoras compatibles con anfitriones bacterianos son proporcionadas tipicamente en vectores plasmidicos que
contienen sitios de restriccion convenientes para la insercion de un segmento de ADN que se vaya a expresar. Los
ejemplos de tales vectores plasmidicos son pUCS8, pUC9, pBR322 y pBR329 (BioRad), pPL y pKK223 (Pharmacia).
Se puede utilizar cualquier anfitrion procariota adecuado para expresar una molécula de ADN recombinante que
codifica una proteina de la descripcion.

Los vectores de expresion de células eucariotas son conocidos en la técnica y estan disponibles en el marcado.
Tipicamente, tales vectores contienen sitios de restricciébn convenientes para la insercion del segmento de ADN
deseado. Los vectores ilustrativos incluyen pSVL y pKSV-10 (Pharmacia), pBPV-1, pML2d (International
Biotechnologies), pTDT1 (ATCC 31255), el vector de expresion retroviral pMIG, el vector lanzadera de adenovirus
pDC315 y vectores AAV.
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Los vectores de expresion de células eucariotas pueden incluir un marcador seleccionable, p. €., un gen de
resistencia a farmacos. El gen de la neomicina fosfotransferasa (neo) (Southern et al., 1982, J. Mol. Anal. Genet. 1:
327-341) es un ejemplo de un tal gen.

Para expresar los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos, los ADN que codifican las cadenas pesada y ligera
parciales o completas se insertan en vectores de expresion tales como plasmidos, retrovirus, césmidos, YAC,
episomas derivados de EBV, y similares. El vector de la expresion y las secuencias de control de la expresion se
eligen de manera que sean compatibles con la célula anfitriona de expresion utilizada. El gen de cadena ligera del
anticuerpo y el gen de cadena pesada del anticuerpo se pueden insertar en vectores separados. En algunos casos,
ambos genes se insertan en el mismo vector de expresion.

Un vector conveniente es uno que codifica una secuencia de inmunoglobulina Ch 0 C. humana funcionalmente
completa. Preferiblemente, se disefian sitios de restriccion de manera que se pueda insertar y expresar facilmente
cualquier secuencia Vu 0 VL. En tales vectores, el corte y empalme se produce usualmente entre el sitio donador de
corte y empalme en la region J insertada y el sitio aceptor de corte y empalme que precede a la region C humana, y
también en las regiones de corte y empalme que se producen dentro de los exones Cx humanos. La poliadenilacion
y terminacién de la transcripcién se producen en sitios cromosémicos nativos aguas abajo de las regiones
codificantes. El vector de expresién recombinante también puede codificar un péptido sefial que facilita la secrecion
de la cadena de anticuerpo desde una célula anfitriona.

Las secuencias reguladoras preferidas para la expresién en células anfitrionas de mamiferos incluyen elementos
virales que dirigen altos niveles de expresion de proteinas en células de mamifero, tales como promotores e
intensificadores derivados de LTR retrovirales, citomegalovirus (CMV) (tal como el promotor/intensificador de CMV),
virus de simio 40 (SV40) (tal como el promotor/intensificador de SV40), adenovirus, (p. €j., el promotor tardio
principal de adenovirus (AdMLP)), polioma y promotores fuertes de mamiferos tales como promotores de
inmunoglobulina y actina nativos. Para una descripcion adicional de elementos reguladores virales, y secuencias de
los mismos, véanse p. €]., Patente de los Estados Unidos NUum. 5.168.062 de Stinski; Patente de los Estados Unidos
NUm. 4.510.245 de Bell; y Patente de los Estados Unidos NUm. 4.968.615 de Schaffner.

Los vectores de expresion recombinantes pueden portar secuencias que regulan la replicacion del vector en células
anfitrionas (p. ej., origenes de replicacion) y genes marcadores seleccionables. El gen marcador seleccionable
facilita la seleccion de las células anfitrionas en las que se ha introducido el vector (véase p. €j., Patentes de los
Estados Unidos Nums. 4.399.216; 4.634.665 y 5.179.017 de Axel). Por ejemplo, tipicamente el gen marcador
seleccionable confiere resistencia a farmacos, tales como G418, higromicina o metotrexato, en una célula anfitriona
en la que se ha introducido el vector. Los genes marcadores seleccionables preferidos incluyen el gen de la
dihidrofolato reductasa (DHFR) (para uso en células anfitrionas dhfr con seleccion/amplificacién con metotrexato) y
el gen neo (para la seleccién con G418).

Las moléculas de acido nucleico que codifican polipéptidos Sp35 y anticuerpos anti-Sp35, y los vectores que
comprenden estas moléculas de acido nucleico, se pueden utilizar para la transformacion de una célula anfitriona
adecuada. La transformacion puede ser mediante cualquier método adecuado. Los métodos para la introduccion de
ADN exo6geno en células de mamifero son bien conocidos en la técnica e incluyen transfeccion mediada por
dextrano, precipitacion con fosfato de calcio, transfeccion mediada por polibreno, fusion de protoplastos,
electroporacion, encapsulacion del polinucleétido o los polinuleétidos en liposomas, y microinyeccion directa de ADN
en los nicleos. Ademas, las moléculas de acido nucleico pueden introducirse en células de mamifero por medio de
vectores virales.

La transformacion de células anfitrionas puede realizarse mediante métodos convencionales adecuados para el
vector y la célula anfitriona empleados. Para la transformacion de células anfitrionas procariotas, se pueden emplear
los métodos de electroporacion y de tratamiento con sal (Cohen et al., 1972, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69: 2110-
2114). Para la transformacion de células de vertebrados, se pueden emplear métodos de electroporacion, lipidos
catidnicos o tratamiento con sal. Véanse, p. ej., Graham el al., 1973, Virology 52: 456-467; Wigler et al., 1979, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 76: 1373-1376f.

Las lineas celulares de mamifero disponibles como anfitriones para la expresion son conocidas en la técnica e
incluyen muchas lineas celulares inmortalizadas disponibles de la American Type Culture Collection (ATCC). Estas
incluyen, entre otras, Células de ovario de hamster chino (CHO), células NSO, células SP2, células HelLa, células de
rifidn de cria de hamster (BHK), células de rifion de mono (COS), células de carcinoma hepatocelular humano (p. €j.,
Hep G2), células A549, y varias otras lineas celulares.

La expresion de polipéptidos a partir de lineas celulares de produccion puede aumentarse utilizando técnicas
conocidas. Por ejemplo, el sistema de glutamina sintetasa (GS) se utiliza cominmente para potenciar la expresion
bajo ciertas condiciones. Véanse, p. €]., las Patentes Europeas Nums. 0216846, 0256055, y 0323997 y la Patente
Europea NUum. 89303964.4. 0338841.

Células anfitrionas
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Las células anfitrionas pueden ser procariotas o eucariotas. Las células anfitrionas eucariotas preferidas incluyen,
pero no se limitan a, células de levadura y de mamifero, p. €j., Células de ovario de hamster chino (CHO) (Num. de
Acceso ATCC CCL61), células de embrién de raton Swiss NIH NIH-3T3 (Nim. de Acceso ATCC CRL1658), y
células de rifién de cria de hamster (BHK). Otras células anfitrionas eucariotas Utiles incluyen células de insecto y
células vegetales. Las células anfitrionas procariotas ilustrativas son E. coli y Streptomyces.

Formulaciones

Las composiciones que contienen polipéptidos Sp35, anticuerpos anti-Sp35, o fragmentos de unién a antigeno de
los anticuerpos anti-Sp35 pueden contener portadores farmacéuticamente aceptables adecuados. Por ejemplo,
pueden contener excipientes y/o agentes auxiliares que facilitan el procesamiento de los compuestos activos a
preparaciones disefiadas para la liberacion en el sitio de accién. Las formulaciones adecuadas para administracion
parenteral incluyen disoluciones acuosas de los compuestos activos en forma soluble en agua, por ejemplo, sales
solubles en agua. Ademds, se pueden administrar suspensiones de los compuestos activos en forma de
suspensiones oleosas para inyectables apropiadas. Los disolventes o vehiculos lipéfilos adecuados incluyen aceites
grasos, por ejemplo, aceite de sésamo, o ésteres de acidos grasos sintéticos, por ejemplo, oleato de etilo o
triglicéridos. Las suspensiones acuosas para inyectables pueden contener sustancias que aumentan la viscosidad
de la suspension que incluyen, p. ej., carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol y dextrano. Opcionalmente, la
suspension también puede contener estabilizantes. Los liposomas también se pueden utilizar para encapsular las
moléculas de la presente descripcion para la liberacion en células o espacios intersticiales. Los portadores
farmacéuticamente aceptables ilustrativos son disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes
antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y retardantes de la absorcion, agua, solucion salina, solucién
salina tamponada con fosfato, dextrosa, glicerol, etanol y similares fisiologicamente compatibles. En algunos casos,
la composicion comprende agentes isotonicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol, o
cloruro de sodio. En algunos casos, las composiciones comprenden sustancias farmacéuticamente aceptables tales
como agentes humectantes o cantidades menores de sustancias auxiliares tales como agentes humectantes o
emulsionantes, conservantes o tampones, que potencian la vida (til o la eficacia de los ingredientes activos.

Las composiciones de la descripcion pueden estar en una variedad de formas, incluyendo, por ejemplo, liquidas (p.
ej., disoluciones inyectables e infusibles), dispersiones, suspensiones, formas de dosificacion semi-solidas y sélidas.
La forma preferida depende del modo de administracién y la aplicacion terapéutica.

La composicion se puede formular en forma de una disolucién, microemulsién, dispersion, liposoma, u otra
estructura ordenada adecuada para una alta concentracion de farmaco. Las disoluciones inyectables estériles
pueden prepararse incorporando el ingrediente activo en la cantidad requerida en un disolvente apropiado con uno o
una combinacién de los ingredientes enumerados anteriormente, segln se requiera, seguido de esterilizacién
mediante filtracion. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el ingrediente activo a un vehiculo
estéril que contiene un medio de dispersion alcalino y los otros ingredientes requeridos de los enumerados
anteriormente. En el caso de los polvos estériles para la preparacion de disoluciones inyectables estériles, los
métodos preferidos de preparacion son secado a vacio y liofilizacion que producen un polvo del ingrediente activo
mas cualquier ingrediente adicional deseado a partir de una disolucion previamente filtrada en condiciones estériles.
La fluidez apropiada de una disolucién puede mantenerse, por ejemplo, por medio del uso de un recubrimiento tal
como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de la dispersién y mediante
el uso de tensioactivos. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables puede provocarse incluyendo en
la composicién un agente que retrase la absorcion, por ejemplo, sales monoestearato y gelatina.

El ingrediente activo puede ser formulado con una formulacién o dispositivo de liberacién controlada. Los ejemplos
de tales formulaciones y dispositivos incluyen implantes, parches transdérmicos y sistemas de liberacion
microencapsulados. Se pueden utilizar polimeros biodegradables, biocompatibles, por ejemplo, etileno-acetato de
vinilo, polianhidridos, poli(acido glicolico), colageno, poliortoésteres, y poli(acido lactico). Los métodos para la
preparacion de tales formulaciones y dispositivos son conocidos en la técnica. Véase por ejemplo., Sustained and
Controlled Release Drug Delivery Systems, J. R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1978.

Las formulaciones de depdsito inyectables se pueden elaborar formando matrices microencapsuladas del farmaco
en polimeros biodegradables tales como polilactida-poliglicélido. Dependiendo de la razén de farmaco a polimero, y
la naturaleza del polimero empleado, se puede controlar la velocidad de liberacion del farmaco. Otros polimeros
biodegradables ilustrativos son los poliortoésteres y polianhidridos. Las formulaciones inyectables de depdsito
también se pueden preparar atrapando el farmaco en liposomas 0 microemulsiones.

A las composiciones se pueden incorporar compuestos activos complementarios. En algunos casos, se administra
simultanamente un polipéptido Sp35, un anticuerpo anti-Sp35 o un fragmento del mismo con un anticuerpo anti-
NgR1, o un fragmentos de unién a antigeno del mismo, o polipéptidos NgR1 solubles o proteina de fusiéon de NgR1.

Los regimenes de dosificacién se pueden ajustar para proporcionar la respuesta 6ptima deseada. Por ejemplo, se
puede administrar un unico bolo, se pueden administrar varias dosis divididas a lo largo del tiempo o la dosis puede
reducirse 0 aumentarse proporcionalmente segin se indique por las exigencias de la situacion terapéutica. Es
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ventajoso formular composiciones parenterales en forma de unidad de dosificacion para la facilidad de
administracion y uniformidad de dosificacién. Véase, p. €., Remington Pharmaceutical Sciences (Mack pub. Co.,
Easton, PA 1980).

Ademas del compuesto activo, la forma de dosificacion liquida puede contener ingredientes inertes tales como agua,
alcohol etilico, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-
butilenglicol, dimetilformamida, aceites, glicerol, alcohol tetrahidrofurfurilico, polietilenglicoles y ésteres de acidos
grasos de sorbitan.

Terapia génica

Un polipéptido Sp35 puede ser producido in vivo en un mamifero, p. €j., un paciente humano, utilizando un enfoque
de terapia génica para el tratamiento de una enfermedad, trastorno o lesién del SNC en los que la reduccién de la
inhibicion de la extension axonal seria terapéuticamente beneficiosa. Esto implica la administraciéon de un acido
nucleico que codifica un polipéptido Sp35 adecuado conectado operablemente a secuencias de control de la
expresion adecuadas. Preferiblemente, estas secuencias se incorporan a un vector viral. Los vectores virales
adecuados para dicha terapia génica incluyen vectores adenovirales, vectores lentivirales, vectores baculovirales,
vectores virales de Epstein Barr, vectores papovavirales, vectores virales de vaccinia, vectores virales de herpes
simplex y vectores de virus adenoasociados (AAV). El vector viral puede ser un vector viral de replicacion
defectuosa. Un vector adenoviral preferido tiene una deleciéon en su gen E1 o gen E3. Cuando se utiliza un vector
adenoviral, preferiblemente el mamifero no esta expuesto a un acido nucleico que codifica un gen marcador
seleccionable.

Ejemplos

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos experimentales. Los ejemplos se
proporcionan con fines ilustrativos solamente, y no deben interpretarse como limitantes del alcance o el contenido de
la invencién en modo alguno.

Ejemplo 1: Patrén de Expresion de Sp35

La expresion de Sp35 en tejidos humanos se evalué mediante andlisis de transferencia Northern. Se hibridaron
transferencias de tejidos multiples que contenian 12 tejidos principales humanos o 14 tejidos del SNC humano
durante la noche a 68°C con una sonda Sp35 marcada con P32 (nucleétidos 150-450 de la secuencia de ADNc de
Sp35). Las transferencias se lavaron 3 veces con 2x SSC, SDS al 0,5%, a continuacion 3 veces con SSC 0,5x, SDS
al 0,1%. A continuacion, la transferencia se expuso a una pelicula de rayos X y los niveles de ARNm se visualizaron
mediante autorradiografia.

Sp35 fue expresado altamente en el cerebro humano pero no en corazén, misculo esquelético, colon, timo, bazo,
rifidén, higado, intestino delgado, placenta, pulmén y leucocitos de sangre periférica. Sp35 fue expresado en todos los
tejidos del cerebro sometidos a ensayo, incluyendo tejidos aislados de la corteza frontal, corteza posterior, corteza
entorrinal, hipocampo, bulbo olfatorio, cuerpo estriado, talamo, cerebelo, cerebro medio, pons, bulbo raquideo y
médula espinal. Se observé un gradiente de expresion génica a lo largo del eje rostral/cordal para Sp35, con niveles
mas altos en la corteza cortical y niveles mas bajos en la médula espinal.

Se utilizo tincién inmunohistoquimica (IHC) para determinar si Sp35 se expresa en células especificas del cerebro.
Se incubaron cerebros de rata, secciones de médula espinal, o cultivos de neuronas granulares primarias fijados en
paraformaldehido al 4% con anticuerpos primarios para Sp35, seguln se indica, seguido de anticuerpos secundarios
conjugados con Alexa 480 o 590 (Molecular Probes Inc.). Las secciones se montaron a continuacion en Vectashield
y se visualizaron por medio de microscopia de fluorescencia. Los anticuerpos especificos anti-Sp35 utilizados para
IHC se generaron a partir de una biblioteca de presentacion de fagos de Fab usando la tecnologia MorPhosys.

Sp35 se expresa especificamente en neuronas y oligodendrocitos, pero no en astrocitos. Esto se determiné en
experimentos en los que las secciones de tejido de cerebro de Rata se tifieron con diversos agentes, incluyendo
marcador anti-astrocitos GFAP, un anticuerpo para un marcador de oligodendrocitos (O4), y un anticuerpo para el
marcador neuronal tubulina Blll, todo contratefiido con un anticuerpo anti-Sp35. Los oligodendrocitos y las neuronas
se tifieron intensamente con el anticuerpo anti-Sp35. No se observo tincién de los astrocitos.

Como una confirmacion independiente del patrén de expresion de Sp35, los autores de la presente invencion
realizaron una RT-PCR semicuantitativa utilizando ARNm extraido (kit Ambion) de cultivos celulares primarios de
rata de astrocitos, oligodendrocitos y neuronas granulares del cerebelo purificados. Se utilizaron el cebador directo
AAGGCCCAGCAGGTGTTTGTGGA (SEQ ID NO: 14) y el cebador inverso TACTCGATCTCGATGTTGTGCTTT
(SEQ ID NO: 15). Después de 26 ciclos, se observé una banda fuerte en el ARNm de las neuronas, se detecté una
sefial distinta pero mas débil en el ARNm de los oligodendrocitos, y no se observé ninguna banda en los astrocitos.

Ejemplo 2: Proteina de fusién de Sp35-Fc
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Para estudiar la funcion biolégica de Sp35, se elabord un constructo fusionando la porcién extracelular de Sp35
humano (residuo 1-531) a la bisagra y la region Fc de IgG1 humana. Se obtuvo una secuencia codificante parcial de
Sp35 humano mediante PCR a partir del clon 227,2 (Incyte) utilizando el cebador directo
5'CAGCAGGTCGACGCGGCCGCATGCTGGCGGGGGGCGT3' (SEQ ID NO: 16) y el cebador inverso
5'CAGCAGGTCGACCTCGCCCGGCTGGTTGGS' (SEQ ID NO: 17).

El producto de PCR de extremo romo se subcloné en el sitio Srfl del vector PCR SCRIPT AMP (Stratagene) para
crear PCR SCRIPT AMP-sp35. Un fragmento Sall se aislé de PCR SCRIPT AMP-sp35 y se subcloné en el vector
PCRCAMP Ig (derivado del vector PCR SCRIPT AMP de Stratagene en donde la secuencia de Fc gamma se
subcloné como un fragmento Sall(5) a Notl(3")), fusionando la secuencia sefial de Sp35 y la secuencia de
ectodominio (codones 1 a 531) en marco con secuencias que codificaban la bisagra y la regién Fc de Igl humana.
Se identificaron los productos aislados correctos, y un fragmento Notl que abarcaba el fragmento Sp35-Fc se
subcloné en el Gnico sitio de clonacion Not | del vector de expresién de 293E, CH274, un derivado del vector de
expresion REP4 comercial (Invitrogen). La fusion Sp35-Fc codificada por el nuevo vector, CH274/sp35-Fc, se
confirmo por medio de secuenciacién de ADN como un plasmido GT123.

Se generaron lineas celulares estables que expresaban la proteina de fusién Sp35-Fc mediante electroporacion de
células anfitrionas CHO DG44 con el plasmido GT123. Las células CHO transfectadas se cultivaron en MEM alfa
menos en presencia de suero dializado al 10% y glutamina 4 mM para seleccionar el crecimiento independiente de
nucledsidos. Catorce dias después de la transfeccién, las células se alimentaron con medio de nueva aportacion.
Para escrutar las células que expresaban Sp35-Fc, las células CHO se marcaron con anti-lgG humana de cabra
marcada con Ficoeritrina (PE) (Jackson Labs) y se sometieron a clasificacion mediante citometria de flujo de alta
velocidad en un FACS Mo-Flo (Cytomation). Se seleccionaron las células que expresaban los niveles mas altos de
Sp35-Ig. Estas células se expandieron en cultivo durante 7 dias, a continuacién se volvieron a marcar y a clasificar.
Las células que expresaban los niveles mas altos de Sp35-Ig se aislaron como clones individuales en placas de 96
pocillos. Estos clones se desarrollaron durante dos semanas y a continuacion se alimentaron con medio de nueva
aportacion un dia antes del analisis FACS para comprobar los niveles de expresion. Los clones que expresaban los
mas altos niveles de Sp35-Fc se expandieron y se establecieron bancos de células congeladas. Las lineas celulares
se adaptaron al crecimiento en cultivo en suspension en el medio BCM16 carente de suero. El titulo de Sp35-Fc
producida por estos clones se determind desarrollando lineas celulares a 37°C durante 4-5 pases, a continuacion,
desarrollando las células a una la densidad celular maxima de 50% y cultivandolas durante 10-15 dias a 28°C hasta
que la densidad celular viable se redujo a 75%. En este momento, se recogieron los medios de cultivo, se aclararon
de células y desechos por centrifugacion, y se titularon los sobrenadantes de cultivo para determinar los niveles de
Sp35-Fc por medio de andlisis de transferencia Western utilizando un anticuerpo anti-lg humana (Jackson Lab)
como sonda.

La proteina de fusién de Sp35-Fc se purifico a partir del medio de cultivo aclarado como sigue: se afiadieron 9 mL de
HEPES 1 M de pH 7,5 a 900 mL de medio condicionado. El medio se carg6 por lotes durante 3 horas a 4°C en 3 mL
de Proteina A Sefarosa (Pharmacia). La resina se recogio en una columna de 1,5 cm (DI), y se lavé cuatro veces
con 3 mL de PBS, dos veces con 4 mL de PBS que contenia NaCl 800 mM y, a continuacion, de nuevo con 3 mL de
PBS. El Sp35-Fc se eluyd de la columna con NaH2PO4 25 mM de pH 2,8, NaCl 100 mM en fracciones de 1,5 mL y
se neutraliz6 mediante la adicién de 75 pl de NaH2PO4 0,5 M de pH 8,6. Las fracciones que contenian proteina de
los picos se identificaron mediante absorbancia a 280 nm, se agruparon, y se sometieron a purificacion adicional en
una columna de Proteina A de 1 mL. Antes de la carga, se afadid NaCl a una concentraciéon 600 mM y HEPES de
pH 7,5 a una concentracion 50 mM. La columna se lavé dos veces con 600 ul de HEPES 10 mM de pH 7,5, NaCl 1
M, y a continuacién con 1 mL de PBS. La Sp35-Fc se eluy6 de la columna con NaH2PO4 25 mM de pH 2,8, NaCl 100
mM, recogiendo fracciones de 0,5 mL, y se neutralizé6 mediante la adicion de 25 pl de NaH2PO4 0,5 M de pH 8,6. Las
fracciones que contenian proteina de los picos se identificaron mediante absorbancia a 280 nm y se agruparon.
Mediante SDS-PAGE reductora, la Sp35-1g migr6 como una Unica banda (> 95% de pureza) con una masa aparente
de 90 kDa. Bajo condiciones no reductoras, la proteina corri6 como un dimero con una masa aproximada de 180
kDa. La Sp35-Fc purificada se dividié en alicuotas y se almacené a -70°C. El fragmento Notl de GT123, que
contenia los aminoacidos 1-531 de Sp35 y Fc de IgG1 humana, se subcloné en el sitio Notl del vector PV90 para
crear DB002.

Ejemplo 3: Proteina de Fusion His-AP-Sp35

Para estudiar y aislar el receptor de Sp35, la proteina se expresé en células COS7 y CHO como una proteina de
fusién de fosfatasa alcalina etiquetada con His (His-AP). El plasmido se construyé como sigue: ElI dominio
extracelular de Sp35 (aa 34-532) se amplific6 mediante PCR utlizando los cebadores (directo) 5'-
AATTAAGAATTCACGGGCTGCCCGCCCCGCTGCGAGT-3' (SEQ ID NO: 18), que contenia un sitio de escision
Eco RI (subrayado), e (inverso) 5-TATATTTCTAGATCACTCGCCCGGCTGGTTGGAGATGAAAGCGA-3' (SEQ ID
NO: 19), que contenia un sitio de escision Xba | (subrayado). El producto de PCR se escindi6é con Xba [, el extremo
adherente resultante se rellen6 con ADN polimerasa de T4, después se digirié con Eco RI y se purificé en gel. El
producto digerido se ligé en un fragmento His-AP relleno con Hind llI/EcoRI a partir del vector His-AP-pcDNA 1.1
(Invitrogen). El fragmento His-AP-Sp35 se digirié con Hind Il y Eco R, se rellend, a continuacién se ligo en el sitio
rellenado con Not | en el vector pv90. La secuencia de ADN del inserto se confirmé mediante secuenciacion de
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ADN.

Las células COS7 se dividieron el dia antes de la transfeccion. El vector de ADN His-AP-Sp35 (8 ug) se utilizé para
transfectar 5x106 células utilizando lipofectamina (Invitrogen). El medio acondicionado se cosech6 48 h después de
la transfeccion.

Los autores de la presente invencion desarrollaron una linea celular CHO que expresaba la proteina de fusién His-
AP-Sp35 utilizando el plasmido pV90. Las células anfitrionas CHO DG44 (2x106 células) se transfectaron con 100 pg
de plasmido por electroporacion. Las células se cultivaron en alfa-MEM menos en presencia de suero dializado al
10% y glutamina 4 mM para seleccionar el crecimiento independiente de nucleésidos. Catorce dias después de la
transfeccién las células fueron alimentadas con medio de nueva aportacion antes del escrutinio mediante
clasificacion FACS Mo-Flo (Cytomation). Las células CHO transfectadas se marcaron con el anticuerpo monoclonal
de ratén 8B6 dirigido a fosfatasa alcalina de placenta humana (Sigma). Se utilizé un anticuerpo secundario, anti-lgG
de ratén de cabra marcado con PE para producir una sefial especifica para las células transfectadas. Después del
marcaje con PE, las células se sometieron a clasificacion mediante citometria de flujo de alta velocidad y se
selecciono el primer 5%.

Para producir medio acondicionado con His-AP-Sp35, se seleccionaron las células que expresaban los niveles mas
altos de His-ApSp35. Las lineas celulares se adaptaron para crecer en cultivo en suspension en medio libre de suero
(BCM16). El titulo de His-AP-Sp35 que fue producido por estos clones se determind mediante lineas celulares que
crecian a 37°C durante 4-5 pases, desarrollando a continuacion las células a 50% de la densidad celular maxima y
cultivandolas durante 10-15 dias a 28°C hasta que la densidad de células viables bajoé a 75%. Los medios de cultivo
se recogieron, se aclararon de células y desechos mediante centrifugacion, y los sobrenadantes de cultivo se
titularon para determinar los niveles de His-AP-Sp35 mediante analisis de transferencia Western utilizando el
anticuerpo anti-AP humano (Jackson Labs) como sonda.

His-AP-Sp35 se purifico a partir del medio acondicionado de la siguiente manera: 400 mL de medio condicionado de
células CHO que expresaban His-AP-Sp35 se diluyeron con 400 mL de agua. Se afiadio trietanolamina de pH 8,5 a
una concentracién 25 mM a partir de una provision de partida 0,5 M y la muestra se carg6 por lotes durante 2 horas
a 4°C en 6 mL de resina de intercambio anidénico Fractogel TMAE (EM Industries). La resina se recogié en una
columna de 1,5 cm (D), y se lavé dos veces con 6 mL de HEPES 10 mM de pH 7,5, NaCl 50 mM. El AP-Sp35 se
eluyo de la columna con HEPES 10 mM de pH 7,5, NaCl 200 mM en fracciones de 2 mL. Las fracciones de los picos
se identificaron mediante la supervision de la actividad AP y mediante SDS-PAGE. La fraccién de flujo directo de la
columna de TMAE se diluyé adicionalmente con 300 mL de agua y se carg6 por lotes durante la noche a 4°C en 6
mL de resina TMAE. La resina se recogi6 y se lavé como se ha descrito anteriormente y se eluyé con HEPES 10 mM
de pH 7,5, NaCl 150 mM. Las fracciones de los picos se identificaron de nuevo mediante el control de la actividad
AP y mediante SDS-PAGE. His-AP-Sp35 de la primera columna tenia una pureza de 50% y AP-Sp35 de la segunda
columna tenia una pureza de 90%. En condiciones reductoras, His-AP-Sp35 migr6 en geles de SDS-PAGE con una
masa aparente de 130 kDa. Si bien el material con una pureza de 90% era apropiado para la mayoria de las
investigaciones, para algunos estudios His-AP-Sp35 se purific6 adicionalmente sobre resina Ni-NTA Agarosa
(Qiagen). Se afiadié6 NaCl a las fracciones de elucion de la columna TMAE a una concentracion 800 mM y
trietanolamina 0,5 M de pH 8,5 y se afiadid imidazol 1 M de pH 7,0 a una concentracion 25 mM y 15 mM,
respectivamente. Se cargaron 4,5 mL de la muestra en una columna NiNTA de 400 pl. La columna se lavo tres
veces con trietanolamina 25 mM de pH 8,5, NaCl 800 mM, imidazol 15 mM, y e His-AP-Sp35 se eluyo de la columna
con imidazol 200 mM de pH 7,0, NaCl 350 mM, recogiendo fracciones de 200 L. Las fracciones que contenian los
picos de AP se reunieron y se sometieron a dialisis durante la noche contra 250 volimenes de HEPES 10 mM de pH
7,5, NaCl 200 mM. Se afiadieron MgClz y ZnClz para la retencion a concentraciones 2 y 0,25 mM, respectivamente.
El producto final tenia una pureza mayor de 95% mediante SDS-PAGE, y corri6 como una Unica banda con una
masa de aproximadamente 140 kDa en condiciones reductoras.

Las constructos de Sp35 también fueron disefiados como fusiones de Fc. Se generd un constructo Sp-35 LRR-Fc
mediante PCR utilizando los cebadores (directo) 5'CTTGACACG
GGATCCGCGGCCGCATGCTGGCGGGGGGCGTGAGG3' (SEQ ID NO: 20) e (inverso)
5'GCAGCGGGGCGGGCAGCCCGTGGCCGAGCCTGACAGCACTGAGCCS (SEQ ID NO: 21). El producto de PCR
se insertd en el sitio Notl del vector PV90. El constructo de Sp35 IG-Fc se generé mediante PCR usando los
cebadores (directo) 5’‘CTTGACACGGGATCCGCGGCCGCATGCTGGCGGGGGGCGTGAGGS3' (SEQ ID NO: 22) e
(inverso) 5'GTCCCGGATGCGGGCGCGGGCCGAGCCTGACAGCACTGAGCCCAGS' (SEQ ID NO: 23). El producto
de PCR se insert6 en el sitio Notl del vector PV90. Las proteinas se expresaron en células CHO y se purificaron
utilizando una columna de proteina A sefarosa.

Ejemplo 4: Unién de Sp35 a células que expresan NgR1

Se utilizaron cuatro métodos diferentes para mostrar la unién de Sp35 a NgR1. En primer lugar se detectd la
interaccion en un analisis de unién directa en donde el producto conjugado de fosfatasa alcalina-Sp35 (AP-Sp35) se
incub6 con las células que expresaban NgR1 y la union se evalué utilizando un reactivo de deteccion de AP
cromogénico. Se hicieron crecer células COS7 confluentes en 90% en placas de cultivo de tejidos de 100 mm y se
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transfectaron con plasmidos que expresaban NgR1 utilizando reactivos Fugene 6 (Roche). Después de 48 horas, las
células transfectadas se lavaron una vez con HBH (tampdn salino equilibrado de Hank, BSA de 1 mg/ml, HEPES 20
mM, pH 7,0), y a continuacién se incubaron durante 1,5 horas a 23°C con 4 pg/ml de la proteina de fusién de AP-
Sp35 en HBH. Las células se lavaron con tamp6n HBH enfriado con hielo 3 veces durante 3 min cada vez, después
se fijaron con formaldehido al 3,7% en HEPES 20 mM, pH 7,0, NaCl 150 mM durante 15 min, y se transfirieron de
nuevo a tampo6n HBH. La AP termolabil endégena se inactivé con calor durante 2 horas a 67°C. El AP-Sp35 unido se
detect6 mediante incubacion con nitroazul de tetrazolio NBT (Roche). El Ap-Sp35 se unié a las células COS7 que
expresaban el receptor NgR1 humano, pero no a las células COS7 de control transfectadas con el vector solo. Se
observé un patrén de tincion punteado para NgR1, lo que refleja que solo una fraccién, probablemente 50% de las
células, se transfectaron con el NgR1.

Para cuantificar mejor la union, los autores de la presente invencién realizaron el mismo experimento, pero las
muestras de células paralelas se trataron con 8, 4, 2, 1, 0,5, 0,125, 0,06 pg/ml de AP-Sp35. La AP unida se incubd
con fosfato de 4-nitrofenilo y la actividad AP se evalué en un lector de placas de 96 pocillos (Molecular Devices). A
partir de estos datos, los autores de la presente invencion estimaron que la CE50 para la union de AP-Sp35 a NgR1
humano fue de aproximadamente 6 nM.

En segundo lugar, los autores de la presente invencién detectaron la union de Sp35 a NgR1 en un enfoque ELISA.
Las placas de ELISA (Costar) se recubrieron con receptores NgR1-Fc solubles de 10 pg/ml (sNgR310-Fc que
contenian péptido 35-310 NgR1 de rata fusionado a la bisagra y Fc de IgG1 de rata y sNgR344-Fc que contenia
péptido 35-344 NgR1 de rata fusionado a IgG1 de rata) en NaHCO3 0,1 M, pH 9,0 durante 1 hora a 37°C. Las placas
se bloquearon y se lavaron con Hepes 25 mM, pH 7,0, BSA al 0,1%, ovoalbdmina al 0,1%, leche en polvo sin grasa
al 0,1% y NaNs al 0,001%. Se afiadio a la placa proteina AP-Sp35, 4 pg/ml, y se incub6 durante la noche a 4°C. Las
placas se lavaron a continuacion con Tris 10 mM de pH 7,5, NaCl 150 mM y la AP unida se detect6 utilizando 10
pg/ml de sustrato cromogénico fosfato de 4-nitrofenilo diluido en glicina 0,1 M, MgCl2 1 mM, ZnCl2 1 mM de pH 10,5.
La DOaio se determind en un lector de ELISA (Molecular Devices) equipado con el programa Softmax. AP-Sp35 se
unioé a la proteina sNgR-344-Fc inmovilizada pero no a sSNgR-310-Fc, indicando que se requeria la versién mas larga
de NgR1 para la unién de Sp35. Los autores de la presente invencion han sido capaces de hacer competir la union
de AP-Sp35 a NgR1 sNgR344-Fc en 80% pre-incubando AP Sp35 con un exceso de 100 veces de sNgR344-Fc. No
se observé competicion de la union utilizando una proteina de fusion Igl de erizo-rata como proteina de control de
fusién de Ig de rata.

En tercer lugar, los autores de la presente invencién detectaron la union de Sp35 a NgR1 por medio de la
inmunoprecipitacion simultdnea de Sp35 con NgR1. Para este estudio, células COS7 confluentes en 80%,
desarrolladas en placas de cultivo de tejidos de 100 mm, se transfectaron con plasmidos que codificaban Sp35-
hemaglutinina (Sp35-HA) y NgR-FLAG utilizando reactivos Fugene 6 (Roche) 48 horas después de la transfeccion,
las células se cosecharon y se lisaron en 1 mL de tampén de lisis (HEPES 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, MgCl> 1,5
mM, EGTA 1 mM, Triton X-100 al 1% y glicerol al 10%) a 4°C durante 30 min. El producto lisado se centrifugé a
continuacion a 14.000 xg durante 15 min, y se recogieron los sobrenadantes y se incubaron a 4°C durante la noche
con agitacién, usando una matriz de afinidad anti-HA (Roche). Las muestras se lavaron 3 veces con 1 mL de tampén
de lisis, a continuacién se hirvieron durante 3 minutos en tampén de muestra de Laemmli, se sometieron a SDS-
PAGE al 4-15%, y se analizaron mediante inmunotransferencia con el anticuerpo Anti-FLAG M2 (Sigma). La resina
de afinidad anti-etiqueta de HA recogié un complejo que contenia tanto Sp35-HA como FLAG-NgR, como resulta
evidente por la presencia de FLAG. Este complejo no se observo en productos lisados de transfecciones de control
en las que las células fueron tratadas con el plasmido Sp35-HA o plasmido FLAG-NgR1 solo, o células que fueron
transfectadas simultdaneamente con Flag-NgR1 y una proteina de control etiquetada con HA que no se une a NgR1.

Sp35-HA se prepar6 como sigue. La secuencia sefial y el dominio extracelular de Sp35 (aminoacidos 1-531) se
amplificaron mediante PCR utilizando los cebadores 5’ATATTCTAGAATGCTGGCGGGGGGCGTGAGS' (SEQ ID
NO: 24) y 5’ATATACTAGTGTCGTTGCCGCCCGCGTTGG3' (SEQ ID NO: 25) que contenian sitios Xbal y Spel
(subrayados). El producto de PCR fue digerido mediante Xbal y Spel y se inserté en el vector pPCGCHA entre los
sitios Xba | y Spe I. La secuencia del inserto se confirmé mediante secuenciacion de ADN. El constructo FLAG NgR1
fue una donacién del Dr. Zhigang He (Nature, Vol. 420, 7 de Noviembre de 2002).

En cuarto lugar, los autores de la presente invencion demostraron que Ap-Sp35 se unia a neuronas granulares de
cerebelo de rata (CGN) que expresaban NgR1. Para este experimento, se hicieron crecer células CGN del dia 8
después del nacimiento confluentes en 90% en placas de cultivo de tejidos de 100 mm. Después de 48 horas, las
células se lavaron una vez con tampén HBH, y a continuacion se incubaron con 4 pug/ml de AP-Sp35 en tampdn
HBH durante 1,5 horas a 23°C. Las células se lavaron después con HBH enfriado en hielo 3 veces durante 3
minutos cada vez, después se fijaron con formaldehido al 3,7% en HEPES 20 mM, pH 7,0, y NaCl 150 mM durante
15 min, y se transfirieron de nuevo a HBH. La AP termolabil endégena fue inactivada con calor durante 2 horas a
67°C. El AP-Sp35 unido se detecté mediante incubacidn con nitroazul de tetrazolio NBT (Roche). EI AP-Sp35 se
unié a neuronas granulares de cerebelo del dia 8 después del nacimiento, que expresaban NgR1. La unién de AP-
Sp35 a las neuronas fue inhibida mediante el tratamiento de la CGN con PIPLC (5 unidades/ml) que escinde la
mayoria de las proteinas ancladas a GPI de las superficies de las membranas. Puesto que NgR1 es una proteina
unida a GPI, este resultado apoya la idea de que Sp35 se esta uniendo a NgR1 en células CGN.
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Ejemplo 5: Co-localizacién de Sp35 con NgR1

Para determinar si Sp35 y NgR1 se expresan en las mismas neuronas, los autores de la presente invencion
realizaron un estudio de co-localizaciéon. Cultivos de neuronas granulares primarias p8 de rata fijadas con
paraformaldehido al 4% se incubaron con anticuerpos contra Sp35 y NgR1 (Santa Cruz), y a continuaciéon con los
anticuerpos secundarios marcados con Alexa apropiados (Molecular Probes Inc.). Las células se visualizaron
mediante microscopia de fluorescencia confocal. Las neuronas fueron tefiidas intensamente por los anticuerpos para
Sp35 y NgR1. Ambas proteinas se expresaron en los cuerpos celulares y los axones de las neuronas. Para ayudar
en el andlisis de co-localizacion, se utilizaron diferentes sondas coloreadas para los 2 tipos de anticuerpos. Cuando
se combinaron las tinciones (color rojo para las células positivas para NgR y color verde para las células positivas
para Sp35) los autores de la presente invencion observaron un color amarillo en toda la célula que indicaba que las
dos proteinas se co-localizaban dentro de las neuronas.

Ejemplo 6: Sitios de Unién a NgR1 dentro de Sp35

Los autores de la presente invencién utilizaron mapeo de delecidon para definir los dominios especificos de Sp35
implicados en las interacciones con NgR1. Los siguientes constructos de delecidon se realizaron utilizando el kit
Stratagene Quikchange Mutagenesis. Los autores de la presente invencion verificaron todos los constructos de
vectores mediante secuenciacion del ADN de los insertos modificados.

His-AP-Sp35b que contenia el dominio de repeticiones ricas en leucina de Sp35 mas la region alcalina (aa 34-432)
se clond a partir del vector His-AP-Sp35 (aa 34-532) mediante PCR. Los cebadores utilizados fueron
5'CCCAGCAGGTGTTTGTGGACGAGTGATCTAGGGCCGCGGATCCCTG-3' (SEQ ID NO: 26) y
5'-CAGGGATCCGCGGCCCTAGATCACTCGTCCACAAACACCTGCTGGG-3' (SEQ ID NO: 27).

His-AP-Sp35d, que codificaba el dominio Ig de Sp35 mas la region alcalina (aa 417-531), se cloné a partir del vector
His-AP-Sp35a (aa 37-531) mediante PCR. Los cebadores utilizados fueron
5'CGCCGCGCACCCGGGTGAATTCCGCGCCCGCATCCGGGACCGC-3' (SEQ ID NO: 28) y
5-GCGGTCCCGGATGCGGGCGCGGAATTCACCCGGGTGCGCGGCLG-3' (SEQ ID NO: 29).

His-AP-Sp35e, que codificaba solo el dominio Ig (aa 425-531), se cloné a partir del vector His-AP-Sp35 (aa 34-532)
mediante PCR. Los cebadores usados fueron
5'-CGCCGCGCACCCGGGTGAATTCGCCCAGCAGGTGTTTGTGGAC-3' (SEQ ID NO: 30) y
5'-GTCCACAAACACCTGCTGGGCGAATTCACCCGGGTGCGCGGCG-3' (SEQ ID NO: 31).

Se utilizaron un kit y un protocolo de mutagénesis comerciales (Stratagene Quikchange) para mutar el aminoacido
456 (de arginina a acido glutamico) y el aminoacido 458 (de histidina a la valina) de Sp35 en el vector His-AP-Sp35
(34-532). Los cebadores utilizados fueron
5'-CATCCTCTGGCTCTCACCCGAAAAGGTACTGGTCTCAGCCAAGAGC-3' (SEQ ID NO: 32) y
5-GCTCTTGGCTGAGACCAGTACCTTTTCGGGTGAGAGCCAGAGGATG-3' (SEQ ID NO: 33).

Se disefiaron constructos de delecion His-AP-Sp35 (Fig. 3) en vectores de expresion pV90 y se expresaron en
células 293. El medio acondicionado se recogi6 y los aductos de AP se purificaron mediante etapas de
cromatografia secuenciales en resina Fractogel TMAE y agarosa NiNTA. Las proteinas purificadas se sometieron a
ensayo para determinar la unién a NgR1 expresado en células COS7. Los tres constructos se unieron débilmente a
Sp35. Estos resultados indicaron que el dominio de 1-14 repeticiones LRR de Sp35 (aminoéacido 34 a 417) y el
dominio Ig de Sp35 (aminoéacidos 425-531) contribuyen ambos a la unién de Sp35 a NgR1. El dominio Ilg mostrd
mayor afinidad que el dominio LRR.

Se generd un modelo estructural para el dominio Ig de Sp35 utilizando la estructura cristalina NCAM como marco
(Rasmussen et al., 2000, Nat. Struct. Biol. 7: 389-393). A partir de este modelo, los autores de la presente invencién
observaron un bucle (nimeros de residuos 454 a 458, aminoacidos: SPRKH; SEQ ID NO: 34) que podrian estar
implicados en la unién. Para probar esta hipétesis, los autores de la presente invencion disefiaron un constructo de
Sp35 en donde los residuos R en 456 y H en 458 se cambiaron a E y V, respectivamente. Cuando este constructo
se sometioé a ensayo para determinar la union a NgR1, los autores de la presente invencion observaron una caida de
>10 veces en la sefial. Como un enfoque alternativo para someter a ensayo la contribucién de esta region de bucle a
la union, los autores de la presente invencion sintetizaron un péptido correspondiente a la secuencia LSPRKH (SEQ
ID NO: 10) que los autores de la presente invencién ciclaron mediante la adicion de cisteinas al extremo N y C del
péptido. Tras la uniéon a NgR1, este péptido bloquea, inhibe o interfiere en la funcién de NgR1.

Ejemplo 7: Sp35 induce la fasciculacion de CGN p8

Para determinar la funcién biolégica de Sp35 en las neuronas, los autores de la presente invencion incubaron Sp35-
Fc con neuronas granulares del dia 8 después del nacimiento para observar si Sp35 puede regular la proyeccién de
neuritas. Portaobjetos de cultivo Labtek (8 pocillos) se recubrieron con poli-D-lisina de 0,1 mg/ml (Sigma) antes de la
deteccion de la proteina Sp35-Fc (16 pg/pocillo de proteina). Los portaobjetos se secaron durante la noche, a
continuacién se enjuagaron y se recubrieron con laminina de 10 pg/ml (Gibco). Las neuronas granulares de cerebelo
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del dia 8 después del nacimiento se disociaron y se sembraron en los portaobjetos recubiertos previamente. Los
cultivos de los portaobjetos se incubaron a 37°C en CO: al 5% durante 24 horas. Los portaobjetos se fijaron en
paraformaldehido al 4% que contenia sacarosa al 20% y se tifieron con anti-tubulina Bl (Covance TUJ1). Después
de 24 horas, las CGN mostraron clara morfologia de fasciculacion como resulta evidente por la agrupacion de las
neuronas. La fasciculacion no se observo en las células no tratadas o los controles de muestra recubiertos con
proteina Fc.

Ejemplo 8: Efectos de Sp35 sobre la activacion/inactivacién de RhoA:

Sp35-Fc indujo que las neuronas granulares posnatales del cerebelo experimentaran fasciculacién. Debido a que se
sabe que la molécula de sefializacién RhoA esta implicada en la fasciculacion, los autores de la presente invencién
determinaron si Sp35-Fc podria regular las funciones de RhoA en las neuronas. Los autores de la presente
invencion realizaron el experimento de la activacion de RhoA como sigue: se transfectaron células 293 o células
COS7 con vectores de expresion que contenian combinaciones de RhoA, Sp35 o NgR1 utilizando reactivos Fugene
6 (Roche). Cuarenta y ocho horas después de la transfeccion, las células se privaron de suero durante la noche,
después se lisaron en Tris 50 mM, pH 7,5, Triton X-100 al 1%, desoxicolato de sodio al 0,5%, SDS al 0,1%, NacCl
500 mM, MgClz 10 mM, mas un cdctel inhibidor de proteasa. Los productos lisados celulares se aclararon mediante
centrifugacion a 13.000xg a 4°C durante 5 minutos, y 95% de los sobrenadantes se incubaron con 20 pug de una
matriz de afinidad del dominio de unién GST-Rho inmovilizado (cuentas Rhotekin, Upstate Biotechnology) a 4°C
durante 45 minutos. Las cuentas se lavaron 3 veces con tampén de lavado (Tris 50 mM, pH 7,5, Triton X-100 al 1%,
NaCl 150 mM, MgClz2 10 mM, con inhibidores de proteasa). Se eluyé Rho unida a GTP de las cuentas calentando a
95°C durante 5 min en tamp6n de muestra de SDS-PAGE. Las proteinas Rho unidas y totales se detectaron
mediante transferencia Western utilizando un anticuerpo monoclonal contra RhoA (Santa Cruz). Las células COS7 y
HEK293 transfectadas con Sp35 indujeron la activaciéon de RhoA, como resulta evidente por un aumento en la
cantidad de RhoA-GTP detectada en la transferencia después de la transfeccion con el gen de Sp35. Se observo
una mejora adicional en RhoA-GTP tras el tratamiento con Sp35-Fc. En contraste con el aumento de RhoA-GTP
después de la transfeccion con Sp35 solo, cuando las células fueron transfectadas con Sp35 y NgR1, RhoA
resultaba parcialmente inactivada. El tratamiento de estas células con Sp35-Fc dio como resultado una inactivacion
adicional de RhoA.

Los autores de la presente invencién confirmaron una respuesta de sefializaciéon por Sp35 usando un andlisis FLIPR
(Molecular Devices) para determinar los efectos del tratamiento con Sp35 sobre el flujo de Ca**. Los autores de la
presente invencion observaron un flujo de Ca** significativo en células que expresaban Sp35 con el tratamiento de
Sp35-Fc, pero no en las células de control tratadas con Sp35-Fc. El flujo de Ca** se redujo cuando las células que
habian sido co-transfectadas con NgR1 y Sp35 se trataron con la proteina de fusién Sp35-Fc.

Ejemplo 9: Interaccién de la Proteina Sp35 consigo misma

Debido a que los dominios LRR con frecuencia estan implicados en interacciones homoatipicas, y los autores de la
presente invencion observaron que la adicion de Sp35 soluble a células transfectadas con Sp35 causaba un
aumento de RhoA-GTP sobre el que se observé con transfecciones de Sp35 sola, los autores de la presente
invencion sometieron a ensayo la unién de Sp35 consigo misma. Para realizar este ensayo, los autores de la
presente invencion utilizaron co-inmunoprecipitacion. Se transfectaron células COS7 confluentes en 80%, cultivadas
en placas de cultivo de tejidos de 100 mm, con plasmidos Sp35 HA o Sp35-FLAG, o ambos, utilizando reactivos
Fugene 6 (Roche). Cuarenta y ocho horas después de la transfeccion, las células se cosecharon y se lisaron en
tampon de lisis de 1 mL (HEPES 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, MgClz 1,5 mM, EGTA 1 mM, Triton X-100 al 1% y
glicerol al 10%) a 4°C durante 30 min. El producto lisado se centrifugd a continuacién a 14.000xg durante 15 min, y
los sobrenadantes se recogieron y se incubaron a 4°C durante la noche agitando, con una matriz de afinidad anti-HA
(Roche). Las muestras se lavaron a continuacion 3 veces con 1 mL de tamp6n de lisis, se hirvieron en tampon de
muestra de Laemmli, se sometieron a SDS-PAGE al 4-15%, y se analizaron mediante inmunotransferencia con
anticuerpos anti-FLAG. La resina de anticuerpo anti-HA capturé un complejo que contenia Sp35-FLAG, segun se
determiné mediante transferencia Western. Esto indica una interaccion directa de Sp35 consigo misma. Los autores
de la presente invencién también trataron células transfectadas con HA-Sp35 con Sp35-Fc y utilizaron un enfoque
de inmunoprecipitacién similar para demostrar que HA-Sp35 se unia a Sp35-Fc.

Sp35-FLAG se prepardé como sigue. El dominio extracelular del gen Sp35 (aa 1-531) se amplific6 mediante PCR
utilizando los cebadores 5'AATTAAGCGGCCGCATGCTGGCGGGGGGCGT3' (SEQ ID NO: 35 vy
5'AATTAAGCGGCCGCTTTGTCATGT'3 (SEQ ID NO: 36) que contenian sitios Notl (subrayado). El producto de
PCR se digiri6 mediante Notl y se insertd6 en el sitio Notl del vector pvV90. La secuencia de ADN del inserto se
confirmo6 mediante secuenciacion de ADN.

Ejemplo 10: Trasplante in Vivo de células transformadas con Sp35

Para determinar la funcion bioldgica de Sp35 en ratas con la médula espinal lesionada, los autores de la presente
invencion infectaron células corticales primarias cultivadas (cultivos mixtos) con retrovirus que expresaban Sp35
completa o un control de retrovirus, para la liberacion en el epicentro lesionado de médulas espinales de rata. Se
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introdujeron 2x108 células, y las ratas se sacrificaron el dia 10. Las médulas espinales se fijaron en
paraformaldehido al 4% durante la noche, a continuacion se deshidrataron en EtOH del 70%, seguido de 95%. Las
muestras de tejido de incluyeron en parafina. Se utilizaron secciones (10 micras de espesor) para la tincion
inmunohistoquimica. Las ratas que recibieron las células que expresaban Sp35, en comparacion con el control,
mostraron menos retraccion del axén y mas tincion de tubulina BlII cerca del epicentro. Se observé un aumento de la
supervivencia neuronal en las ratas lesionadas que recibieron Sp35.

El constructo de retrovirus Sp35 se preparé como sigue: El gen Sp35 se amplificé6 mediante PCR utilizando los
cebadores 5'-GATTACTCGAGATGCTGGCGGGGGGCGTGAGG-3' (SEQ ID NO: 37), que contenia un sitio Xhol
(subrayado), y 5’'CGCGGGAATTCTCATATCATCTTCATGTTGAACTTG-3' (SEQ ID NO: 38), que contenia un sitio
EcoRI (subrayado). El producto de PCR se digirié con Xhol y EcoRl, después se ligd en el vector de retrovirus pMIG
(que contenia IRES-GFP), que se habia escindido previamente con Xhol y EcoRI. El nuevo vector fue denominado
pMMCO078. Todos los productos aislados de pMMCO078 contenian mutaciones puntuales inadvertidas, por lo que dos
productos aislados de pMMCO078 se ligaron entre si. pMMCO078.6 se corté con Xhol y Accl y pMMCO078.7 se corto
con Xhol y Accl. Estos dos fragmentos se ligaron entre si para preparar el plasmido correcto final, pMMCO089. La
secuencia de ADN del inserto se confirmd mediante secuenciacion de ADN. El retrovirus con Sp35 se realiz6 como
se ha descrito. Las células 293G se dividieron el dia antes de la transfeccion. Se utilizaron 8 ug de ADN de retrovirus
con Sp35 para transfectar 5x108 células con lipofectamina (Invitrogen). El medio acondicionado se recogié al cabo
de 92 horas después de la transfeccion. El medio acondicionado se centrifugé a 5000g durante 10 minutos, y el
sobrenadante se utilizé como una provisién de partida de retrovirus con Sp35. Esta provisién de partida se almacené
a 4°C durante 1 semana o -80°C durante 6 meses.

Ejemplo 11: Modelo Animal de Lesion en la Medular Espinal

Todos los procedimientos quirdrgicos se realizan utilizando una técnica aséptica. Los animales se manejan durante
1 semana antes de cualquier manipulacion quirirgica. Se administra profilacticamente 100 mg/kg SC de ampicilina
antes y después de la cirugia para reducir la incidencia de lesiones por infeccion de la vejiga.

Los animales se anestesian utilizando Midazolam a 2,5 mg/kg IP junto con isoflurano al 2-3% en Oz hasta anestesia
profunda, medida mediante pellizco en el dedo del pie. Los animales se mantienen en una almohadilla térmica con
agua circulante durante la duracion de la cirugia y la recuperacion. Se utilizan lubricantes oculares para prevenir el
secado de la cérnea y se suministran 0,05 mg/kg SC de atropina para reducir el exceso de salivacion. Se hace una
pequefia incision en la piel y el misculo se retrae para exponer las vértebras. Se realiza una laminectomia dorsal a
nivel espinal L6 (y L7 y si es necesaria la colocacion de un catéter intratecal, véase a continuacién), L6/L7 y las
apofisis espinosas adyacentes se fijan rigidamente en un armazén espinal (David Kopf Instruments). Se realiza una
hemiseccién dorsal en L6 con tijeras de iridectomia finas interrumpiendo completamente los componentes del
conducto coticospinal (CST) dorsomedial principal y dorsolateral minoritario. Después de la cirugia, el sitio de la
laminectomia se cubre con un material protector tal como Durafilm, y el mlsculo suprayacente se sutura con catgut
cromico 4.0 para proteger la columna vertebral expuesta. La piel se sutura y se limpia con una disolucion de
betadine.

La recuperacion funcional de los animales IS se evalla mediante el método de puntuacion de Basso Beattie y
Bresnehan (BBB) cominmente utilizado para evaluar las ratas después de la lesion de la médula espinal. Este
método cuantifica la funcion de la extremidad trasera de ratas mediante el andlisis detallado del movimiento de la
articulacion y la capacidad de carga de peso. Las ratas se evallian el dia después de la lesién de la médula espinal y
a continuaciéon semanalmente después de eso.

Inmediatamente después de la transeccién del CST, se inyectan adenovirus que expresan Sp35 o GFP o virus de
control (10%° particulas) en el sitio de la transeccion y las regiones inmediatamente caudal y rostral con respecto al
sitio de la lesi6on. Se inyectan un total de 10 uyl de Adv en 5 sitios diferentes (4 ul/sitio). Para la administracion
intratecal de la proteina Sp35, se realiza un pequefio orificio en la duramadre de la médula espinal 2 mm caudal con
respecto a la lesidon L7 y se inserta un catéter intratecal en el espacio subaracnoideo en L7. El catéter se desliza
lenta y suavemente por encima de la médula espinal aproximadamente 1 mm caudal con respecto a la lesion. La
parte del catéter que permanece fuera del espacio intratecal se sutura firmemente en su lugar al tejido circundante.
Se conecta una bomba de cebado mini-osmética (Alza Corp.) que contiene el material de ensayo (proteina Sp35 o
proteina de control) al extremo expuesto de la canula guia y se inserta en el espacio subcutaneo. Después de la
cirugia, los sitios de la laminectomia se cubren con un material protector tal como Durafilm y el muasculo
suprayacente se sutura con catgut cromico 4.0 para proteger la columna vertebral expuesta. La piel se sutura y se
limpia con una disolucion de betadine.

Analisis histologico: la cirugia de trazado de conductos se produce en el momento de la cirugia para inducir la lesion
de la médula espinal. La piel de la cabeza se afeita y se limpia con Betadine y alcohol del 70%. El animal se coloca
en un marco estereotaxico. Se realiza una incisién longitudinal en el cuero cabelludo y el periostio se raspa de la
béveda craneal. Se perfora un orificio en el craneo de aproximadamente 1-2 mm de diametro, y se inserta
verticalmente una aguja de microlitro de vidrio en 8 ubicaciones en la corteza motora (las coordenadas se
determinan de acuerdo con el atlas de cerebro de rata de Paxinos y Waston, 1997). Se inyectan aproximadamente 5
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ul de material trazador de conductos (por ejemplo, Biotina dextrano amina, 10.000 M.Wt) y la aguja se deja en su
lugar durante cinco minutos adicionales para permitir la difusién de la disolucion. Después de la retirada de la aguja,
el agujero del craneo se tapona con espuma de gel y el cuero cabelludo se cierra con grapas sobre el sitio de la
lesiéon. Se permite que los animales se recuperen y reciban cuidados postoperatorios (descrito mas adelante). De
cuatro a diez semanas mas tarde los animales se anestesian profundamente (Inactin 100-110 mg/kg ip) y se
perfunden para la histologia como se describe a continuacién. El trazador de conductos es portado mediante
mecanismos de transporte anterégrado por el conducto espinal cortical hacia el extremo caudal de la médula espinal
y proporciona un medio para cuantificar la conectividad anatémica dentro del conducto corticoespinal.

Para los experimentos de inmunohistoquimica, los animales se anestesian profundamente con Inactin (100-110
mg/kg IP) 2-8 semanas después de la cirugia para inducir la lesion. La cavidad del pecho se abre y se expone el
corazon, para permitir la perfusion. Se inserta una canula en el ventriculo izquierdo a través de la cual se impulsan
lentamente 100 cc de PBS enfriado con hielo (se cortara un agujero en el ventriculo derecho para permitir el escape
de liquido). Esto esta seguido de un goteo lento pero constante de paraformaldehido al 4% (50-100 mL) hasta que
resulte obvia la fijacién de ojos/oidos/dedos de los pies. Las médulas espinales se eliminan, con cuidado para
minimizar la alteracion del sitio de la lesién, se congelan en OCT, se seccionan, y se procesan para la
inmunohistoquimica. También se recogen opcionalmente otros tejidos para su posterior analisis. Los animales que
reciben adenovirus Sp35 muestran un aumento de brotacidn axdnica, determinado por tincion de tubulina Bl para el
axén de la neurona.

Ejemplo 12: Constructos de vector viral con Sp-35

Se prepar6 un vector viral con Sp-35 derivado de pMIG como sigue. La secuencia codificante de Sp35 completa se
amplifico mediante PCR utilizando cebadores 5-GATTACTCGAGATGCTGGCGGGGGGCGTGAGG-3' (SEQ ID NO:
37), que contenia un sitio Xhol, y 5CGCGGGAATTCTCATATCATCTTCATGTTGAACTTG-3' (SEQ ID NO: 38), que
contenia un sitio EcoRI. El producto de PCR se corté con Xhol y EcoRI, después se ligd en el vector de retrovirus
pMIG (Cheng el al., 1996, Nat. Biotechnol. 145: 576) que se cortd con Xhol y EcoRlI. Este vector se denominé
pMMCO078. Todos los productos aislados de pMMCO078 contenian mutaciones puntuales, por lo que dos productos
aislados de pMMCO078 se ligaron entre si. El Vector pMMCO078.6 se corté con Xhol y Accl y pMMC078.7 se corté con
Xhol y Accl. Estos dos fragmentos se ligaron para preparar el plasmido, pMMCO089.

Un vector viral Sp35-HA derivado de pMIG se prepard como sigue. Un fragmento que codificaba los aminoacidos
326-614 de Sp35 en marco con la secuencia de HA se obtuvo mediante el uso de PCR con cebadores
5'GCCTTCCGCGGCCTCAACTACCTGCGCGTG CTC-3' (SEQ ID NO: 39), que contenia un sitio Sacll, y 5'-
CCGGAATTCTCA AGCGTAATCAGGAACGTCGTAAGGGTATATCATCTTCATGTTGAACTTGCG
GGGCGCGTCGGC-3' (SEQ ID NO: 40), sirviendo como molde pMMCO089. El cebador mas largo incluye la
secuencia codificante (cursiva) de HA después del coddn 614 de Sp35 y antes del sitio EcoRI. El producto de PCR
se cort6 con Sac Il y EcoR |, y se utilizd para sustituir el fragmento Sac II-EcoR | que contenia los codones 326-614
de Sp35 de tipo salvaje en el vector retroviral derivado de pMIG.

Se preparé un vector Sp35-HA de baculovirus de la siguiente manera. La secuencia codificante de Sp35-HA del
vector retroviral Sp35-HA se cortd con Xho | y EcoR |, se formaron extremos romos, y se cloné en el sitio Bgl2 de
relleno del vector lanzadera baculoviral pBV-CZPG (Patentes de los Estados Unidos NUms. 6.190.887; y 6.338.953),
remplazando el gen LacZ bajo el promotor de CMV.

Se preparé un vector de adenoviral con Sp35 como sigue. La secuencia codificante Sp35-IRES-GFP del retroviral
con Sp35 se cortd con Xhol de relleno y Nhe |, se cloné en los sitios Eco R1-relleno/Nhe | del vector lanzadera de
adenovirus pDC315, bajo el promotor minimo de CMV.

Ejemplo 13: Modelo Animal de remielinizacién

Se utilizan ratas Long Evans hembra en todos los estudios. Las ratas se anestesian utilizando isoflurano y se expone
la T3/4 y se realiza una hemi-laminectomia dorsal. A continuacion se inyecta el agente quimico desmielinizante,
lisolecitina (3 pl de lisolecitina al 1% en disolucién salina al 0,9%), en el lado derecho de las columnas dorsales de la
médula espinal 0,5-1 mm por debajo de la superficie de la médula). Se administra el tratamiento analgésico
adecuado antes y después de la cirugia.

Tres dias mas tarde, el sitio de inyeccion se vuelve a exponer (bajo anestesia con isoflurano, con un tratamiento
adecuado analgésico) y se inyectan las siguientes terapias en la médula espinal lesionada y se inyecta un vector de
adenovirus que codifica la proteina Sp35/proteina de control en el sitio de la lesion. Se inyectaran 10%° particulas de
adenovirus que codifican Sp35 o GFP de control en un volumen de 10 ul en la médula espinal de la rata lesionada
hasta un maximo de 5 sitios diferentes en y alrededor del sitio de la desmielinizacion inducida por lisolecitina. Se
inyecta un volumen de no mas de 2 pl en cada uno de los 5 sitios de inyeccion. Para el andlisis histoldgico de la
desmielinizacion/remielinizacién de la médula espinal 2, 3, 4 0 6 semanas después de la cirugia, los animales se
anestesian profundamente con inactina (100-110 mg/kg ip) y se perfunden con fijador a través del corazén. A
continuacién se retira la médula espinal y se procesa para su andlisis. El animal que recibe tratamiento con Sp35
muestra una mayor mielinizaciéon axonal segin se determina mediante IHC utilizando anticuerpos anti-proteina MBP
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o0 azul rapido luxol.
Ejemplo 14: ARNi de Sp35

Para abordar el papel de Sp35 en la funcién cerebral, los autores de la presente invenciéon se introdujo el ARNi
lentiviral de Sp35 en células CGN 8 postnatales. Las células infectadas con ARNi de Sp35 tenian neuritas mas
cortos y mayores tasas de proliferacion que las células de control. Estos resultados indican un papel de Sp35 en la
regulacion de la activacion de RhoA.

Se compararon secuencias de ADN de Sp35 murina y de rata para encontrar regiones homoélogas para su uso como
ARNhc candidatos. Se construyd CH324 recociendo los oligonucleétidos LV1-035 y LV1-036 y ligandolos a pLL3.7
digerido con Hpal y Xhol. Los oligonucleétidos se adquirieron de MWG. Las secuencias son: LV1-035 (oligo
efector) 5TGATCGTCATCCTGCTAGACTTCAAGAGAGTCT AGCAGGATGACGATCTTTTTTC (SEQ ID NO: 41)
LV1-036 (oligo antisentido) 5TCGAGAAAAAAGATCGTCATCCTGCTAGACTCTCTTGAAGTCTAGCAG
GATGACGATCA (SEQ ID NO: 42).

Antes de la produccién del virus, el ADN de pLL3.7 o el ARNhc candidato de pLL3.7 se cotransfectaron con
plasmido SP35 murino etiquetado con HA a una razén de 5 a 1 en células CHO en un formato de 6 pocillos. La
expresion reducida "knockdown" se analizé mediante deteccion por transferencia Western de SP35 etiquetado con
HA a partir de productos lisados de células CHO transfectadas asi como por transferencia de Northern del ARN total
preparado a partir de pocillos duplicados. La transferencia se sonde6 con un fragmento de 0,7 kb de mSP35. Los
analisis se realizaron 48 horas después de la transfeccién (datos no mostrados). Los virus se produjeron a partir del
mejor candidato para su uso en cultivos neuronales de rata. El vector, la metodologia adicional y la produccion de
virus fueron los descritos por Rubinson et al. "A lentivirus-bases system to functionally silence genes in primary
mammalian cells, stem cells and transgenic mice by RNA interference". Nat. Genet. 33, 401-6 (2003).

Ejemplo 15: Activacion de RhoA

Las células COS7 que co-expresaban NgR1 y SP35 no mostraron cambios en los niveles de RhoA/GTP en
respuesta a OMgp. Esto sugirié que el complejo SP35/NgR1 no es suficiente para mediar la transduccion de sefiales
por un inhibidor de mielina.

Los autores de la presente invencion exploraron la posibilidad de que un complejo ternario de SP35/NgR1/p75
mediara la sefializacién. Se utilizaron dos enfoques para evaluar las interacciones entre Sp35, NgR1 y p75. En
primer lugar, la unién se evalu6 en un andlisis de unién directa utilizando un producto conjugado de AP-SP35. El
producto conjugado de AP-SP35 se unié débilmente a células que expresaban p75. AP-P75 se uni6 a células que
expresaban NgR1. La unién de AP-SP35 a NgR1 y p75 se midi6 mediante ELISA (Fig. 4). En segundo lugar, la
unién de SP35 a NgR1 y p75 se evalué mediante co-inmunoprecipitacion a partir de células COS7 que expresaban
simultaneamente SP35 ,NgR1 y p75. Un anticuerpo anti-NgR1 inmunoprecipitdé un complejo que contenia SP35 y
p75. Un anticuerpo anti-SP35 también inmunoprecipité un complejo que contenia p75. Los datos de interaccién y co-
inmunoprecipitacién proporcionaron pruebas de una interaccion directa entre SP35, NgR1 y p75. Los autores de la
presente invencioén utilizaron la microscopia confocal y anticuerpos contra SP35, p75 y NgR1 para demostrar que
SP35, NgR1y p75 se co-localizan en los cuerpos celulares y los axones de las neuronas GC p7 de rata.

A continuacion los autores de la presente invencién demostraron que la combinacion de SP35, NgR1 y p75 es
suficiente para las actividades del inhibidor de mielina. Se modificaron genéticamente células COS7 no neuronales
para expresar los tres componentes. Utilizando estas células, los autores de la presente invencion demostraron que
los niveles de RhoA/GTP estaban regulados al alza por OMgp. El tratamiento con OMgp-Fc aumento los niveles de
RhoA/GTP en las células que expresaban simultdneamente p75/SP35/NgR1, en comparacion con otras
combinaciones de estos tres componentes. Los autores de la presente invencién confirmaron la expresion de las
proteinas mediante transferencia Western de productos lisados de células COS7. La afinidad de los inhibidores de
mielina que se unian a NgR1 no se vio afectada por la presencia de p75 o p75 y Sp35. Los resultados combinados
apoyan un modelo mediante el cual se requiere un complejo ternario de NgR1, SP35 y p75 para la regulacion de
RhoA en presencia de ligandos de NgR1 (Fig. 5).

SP35 contiene un dominio citoplasmico que tiene potencial de participacion directa o indirecta en la sefializacion.
Para determinar el papel del dominio citoplasmico, los autores de la presente invencién produjeron un truncamiento
del dominio citoplasmico de Sp35 (aminoacidos 34 a 576 del SEQ ID NO: 2), para que funcionara de una manera
dominante negativa mediante la formacion de un complejo ternario improductivo incapaz de sefializacion. Los
autores de la presente invencién denominaron esta molécula con truncamiento del dominio citoplasmico "DN-Sp35"
(por SP35 dominante negativo). Los autores de la presente invencion transfectaron neuronas CG 7 dias postnatales
(P7) con SP35 completa o DN-Sp35, y a continuacién analizaron la respuesta a los componentes inhibidores de
mielina (OMgp, mielina y Nogo66). Como se muestra en la FIG. 6, las células transfectadas DN-Sp35 no lograron
responder a los componentes inhibidores de mielina y mostraron neuritas mas largas que los controles. En contraste,
las células transfectadas con el constructo de Sp35 completo mostraron una intensificacion de la respuesta a los
sustratos inhibidores, y tuvieron neuritas mas cortas en comparacién con los controles. Esto demuestra que DN-
Sp35 actla como un competidor para atenuar la inhibicion de la proyeccién de las neuritas causada por los
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componentes de la mielina. Los autores de la presente invencidn esperaban que Sp35-Fc soluble, exdégena también
se uniera a NgR1 y bloqueara la accion de los sustratos inhibidores. Como se muestra en la FIG. 7, Sp35-Fc redujo
la inhibicién de la proyeccién de las neuritas por OMgp, Nogo66 y MAG.

Ejemplos 16: actividad neuroprotectora

Se cultivaron en placa cantidades iguales de neuronas granulares del cerebelo p6 rata en cada pocillo de una placa
de cultivo celular de 12 pocillos en presencia o ausencia de 50 nM de proteina sp35-Fc. Estas placas de poli-D-lisina
se habian recubierto previamente [secado] con 10 ug de mielina del SNC, o 200 ng de Nogo66, MAG y OMgp o
control-Fc. Los cultivos neuronales se mantuvieron durante 1-7 dias en CO a 37°C y CO:2 al 5%. Las neuronas
estaban sanas y crecieron bien en los pocillos de control con PBS con independencia del tratamiento con sp35-Fc
con extension completa de las neuritas [determinada mediante un marcador especifico neuronal, tubulina Blll] como
se examind después de 3 dias. En ausencia de sp35-Fc, las neuronas no crecieron bien en los pocillos recubiertos
con mielina, Nogo66, MAG y OMgp. Hubo una minima brotacién de neuritas [corta y distorsionada] y las neuronas
no parecian estar sanas, con un cuerpo celular redondeado y materiales nucleares condensados. La tincion DAPI
demostré que el nimero de neuronas detectadas en estos pocillos fue menor que en los pocillos de control con PBS,
lo que sugiere la pérdida neuronal. En presencia de sp35-Fc, estuvieron presentes neuritas largas y las neuronas
parecian sanas. La tincion con DAPI demostr6 un numero neuronal mayor en estos pocillos que los que no
recibieron el sp35-Fc. Los datos se resumen en la Tabla 2 a continuacion.
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Tabla 2
En ausencia de sp35-Fc
sustrato secado: OMgp/Nogo/MAG/mielina Control de Fc
extensién de neuritas corta distorsionada larga extendida
morfologia del cuerpo celular redondeada diseminada
materiales nucleares condensados claros
namero de neuronas al final del expt | reducido igual que Fc de control
En presencia de sp35-Fc
sustrato secado: OMgp/Nogo/MAG/mielina Control de Fc
extensién de neuritas larga extendida larga extendida
morfologia del cuerpo celular diseminada diseminada
materiales nucleares claros claros

numero de neuronas al final del expt | menos reducido que FC de control |igual que Fc de control

Estos datos indican que una forma soluble de Sp35, p. €j., Sp35-Fc, posee actividad neuroprotectora.

En ratas con médula espinal hemi-transectada (T9, SCT), la tincion de tubulina BIIl de las secciones de médula
espinal mostré una pérdida sustancial de neuronas en el sitio de la lesion. Se utilizé un virus recombinante que
expresaba sp35 para infectar los animales SCT en el sitio de la lesién. La tincion histolégica de estas médulas
espinales mostré un aumento del nimero de neuronas alrededor del sitio de la lesiébn en comparacién con el grupo
de control que se habia infectado con el virus vector. Esto es congruente con los descubrimientos experimentales in
vitro descritos anteriormente, e indica adicionalmente las propiedades neuroprotectoras asociadas con Sp35.

Ejemplo 17: Sp35 en modelo animal de lesién de la médula espinal

Puesto que Sp35-Fc reduce la inhibicion de la proyeccion de las neuritas causada por OMgp, Nogo-66 y MAG in
vitro, los autores de la presente invencion esperaban que la molécula promoviera la recuperacion funcional de las
lesiones del SNC in vivo. Para confirmar esto, los autores de la presente invencion administraron Sp35-Fc a ratas
con la médula espinal hemiseccionada, es decir, un modelo animal de traumatismo agudo del SNC. Como se
muestra en la FIG. 8 y la FIG. 9, las ratas tratadas con Sp35-Fc demostraron una recuperacion funcional
significativamente mejorada, en comparacion con las ratas de control tratadas con IgG.

La lesion de la médula espinal y el analisis de comportamiento se realizaron de la siguiente manera. Todos los
procedimientos quirdrgicos se realizaron de acuerdo con las directrices del Biogen Institutional Animal Use and Care
Comittee. Se anestesiaron ratas Long Evans hembra (190-210 g, Charles River, Wilmington, MA) utilizando 2,5
mg/kg de midazolam, IP y Fluotano al 2-3% en O2. Se realizé una laminectomia dorsal a nivel espinal T6 y T7. Se
realizé una hemiseccion dorsal, interrumpiendo completamente los componentes del conducto corticoespinal (CST)
dorsomedial principal y dorsolateral minoritario. Inmediatamente después de la transeccion CST se insert6 un catéter
intratecal en el espacio subaracnoideo en T7 y se conecté a una bomba mini-osmaética cebada (modelo Alzet 2004)
insertada en el espacio subcutaneo. Las bombas mini-osméticas suministraron la proteina de control de isotipo de
Hu IgG (5 mg/ml, n = 5, Pharmingen), PBS (n = 3), proteina de fusién Hu Sp35-Ig soluble (4,3 mg/ml, n = 8) a una
velocidad de 0,25 pl/h. Después de la cirugia, el sitio de la laminectomia se suturé y la herida de la piel se suturé con
grapas. Los cuidados postoperatorios incluyen analgesia (buprenorfina 0,05 mg/kg sc) durante 3 dias y tratamiento
con antibiéticos (ampicilina 100 mg/kg sc dos veces al dia) durante 7 dias después de la cirugia. Las vejigas se
exprimieron manualmente dos veces al dia durante la duracién del estudio (28 dias) o hasta el regreso de la funcién
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(momento que se anotd). Todos los animales se valoraron de forma ciega utilizando el sistema de puntuacion BBB
de campo abierto (Basso el al., 1995, J. Neurotrauma 12:1-21; Ono et al., 2003, J. Neurosci. 23: 5.887-5.896). Las
ratas se evaluaron el dia después de la transeccion CST (dia 2) y después semanalmente durante 4 semanas
utilizando la escala de clasificacion locomotora de Basso-Beattie-Bresnahan (BBB). Los investigadores estuvieron
ciegos a los grupos de tratamiento durante la duracién del estudio.

Ejemplo 18: supervivencia neuronal y regeneracion axonal en el modelo de lesion POR hemi-seccién del conducto
rubro-espinal (RST):

Los autores de la presente invencién también investigaron los efectos del tratamiento con Sp35 sobre la
regeneracién de las neuronas en el conducto rubro-espinal que contribuyen directamente a la locomocion.

Se anestesiaron ratas Sprague-Dawley de 9 semanas de edad, adultos (200-250 g) con una inyeccion
intraperitoneal de ketamina (80 mg/kg) y xilazina (8 mg/kg). Bajo un microscopio quirdrgico, se realizé una
laminectomia dorsal y se identifico la séptima vértebra espinal toracica (C7). Después de abrir la duramadre, se
realizé una hemiseccion derecha a nivel de la médula espinal C7 utilizando un par de tijeras de resorte. Después de
la hemi-seccion de la médula espinal, los animales recibieron un trozo de espuma de gel empapada con 10 pl de
una disolucién 2 pug/ml de Sp35-Fc, o 10 pl de una disolucién de 2 pg/ml de Ig humana, o 10 yl PBS, colocado en la
parte superior del sitio de la lesion. Después de las operaciones, los animales de cada grupo se subdividieron para
determinar el trazado axonal y el andlisis de comportamiento. Se dejé que los animales para el trazado axonal (n =5
para cada grupo) y el andlisis de comportamiento (n = 7 para cada grupo) sobrevivieran durante 1 mes.

Se utilizé fluoro-Gold (FG, 6% p/v, Fluorocromo) para etiquetar las neuronas RST que se habian regenerado sus
axones a través de la cicatriz de la lesién y habian vuelto a entrar en la médula espinal caudal. Dos dias antes de la
finalizacion del periodo de supervivencia después de la lesién (1 mes), los animales se anestesiaron con una
inyeccion intraperitoneal de ketamina (80 mg/kg) y xilazina (8 mg/kg). Se llevd a cabo una laminectomia dorsal y se
identifico el segmento espinal T2. Se inyecté manualmente FG a un volumen de 0,5 mL en la médula espinal T2 del
lado derecho utilizando una jeringa Hamilton. Dos dias mas tarde, los animales se anestesiaron y se sacrificaron con
una dosis letal de ketamina (150 mg/kg) y xilazina (8 mg/kg) y se perfundieron de forma intracardiaca con disolucién
salina normal, seguido de 400 mL de fijador que contenia paraformaldehido al 4% en 0,1 x PBS. Los cerebros y las
médulas espinales se retiraron, se fijaron posteriormente con paraformaldehido durante la noche, y a continuacioén
se colocaron en sacarosa tamponada con fosfato al 30%. El cerebro y el tejido de la médula espinal se cortaron en
secciones de 30 mm en un criostato y se montaron en portaobjetos recubiertos de gelatina. EI nimero de neuronas
RST marcadas con FG en el lado de la lesién se expresé como un porcentaje del nimero total de neuronas
marcadas con FG en el lado intacto contra-lateral. Este porcentaje entre los grupos se comparé estadisticamente
usando ANOVA de una via seguido de una prueba de comparaciones multiples de Tukey-Kramer. Como se muestra
en la Tabla 3, Sp35-Fc a 2 ug/ml promovi6 la supervivencia de las neuronas del conducto-rubro espinal (RST).

Tabla 3

Tratamiento | Porcentaje de supervivencia de neuronas de RST

E. T.M.)
PBS 17,1+2
Sp35-Fc 31,9+15

Control-Fc [145+2,1

Para el andlisis del comportamiento, se examiné el uso de las extremidades anteriores durante la exploracion vertical
espontanea 1 mes después de diferentes tratamientos como se ha descrito (Liu et al., 1999) con pequefias
modificaciones. Las ratas se colocaron en un cilindro de plexiglas transparente (15 cm de diametro y 30 cm de
altura) que fomenta el uso de las extremidades anteriores para la exploracion vertical durante 5 min. Se puntuaron
los siguientes comportamientos: (1) uso independiente de las extremidades anteriores izquierda (intacta) o derecha
(deteriorada) para ponerse en contacto con la pared del cilindro; y (2) uso simultdneo de las dos extremidades
anteriores para ponerse en contacto con la pared del cilindro. EI comportamiento de exploracién vertical, se expresé
en términos de (1) porcentaje de uso de la extremidad anterior izquierda (intacta) con respecto a la cantidad total de
uso de las extremidades deterioradas, no deterioradas, y ambas; (2) porcentaje de uso de la extremidad anterior
derecha (deteriorada) con respecto a la cantidad total de uso de las extremidades deterioradas, no deterioradas, y
ambas; y (3) porcentaje de uso de ambas extremidades anteriores con respecto a la cantidad total de uso de las
extremidades deterioradas, no deterioradas, y ambas. Las diferencias entre los grupos se sometieron a ensayo
mediante ANOVA de una via seguido por un analisis post hoc de Bonferroni. Los animales tratados Sp35-Fc
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mostraron una movimiento significativamente mejorado de la extremidad anterior: uso de 30% para ambas
extremidades anteriores en animales tratados con Sp35-1-Fc en comparacion con el uso de 10% para ambas
extremidades anteriores en animales tratados con el control-Fc o PBS; uso de 55% de la izquierda extremidad
(intacta) en comparacion con el uso de 80% en los animales tratados con el control-Fc o PBS; y uso de 29% de la
extremidad derecha (deteriorada) en comparacién con aproximadamente 15% en los animales tratados con el
control-Fc o PBS.

Ejemplo 19: Sp35-Fc promueve la supervivencia de las células ganglionares de la retina (RGC) en el modelo de
transeccién del nervio éptico

Los autores de la presente invencion confirmaron adicionalmente la actividad de Sp35 utilizando el modelo de
transeccién del nervio éptico, que investiga los factores que afectan a la funciéon neuronal. Se utilizaron en este
estudio ratas Sprague Dawley (SD) hembra adultas jovenes. Se transeccioné de forma intraorbital el nervio 6ptico
derecho de cada animal 1,5 mm desde la papila 6ptica. Se aplicé un trozo de espuma de gel empapada con fluoro-
Gold (FG) al 6% al sitio recién transeccionado justo detras de la papila 6ptica para marcar las células ganglionares
de la retina (CGR) supervivientes. Los animales se dividieron en 6 grupos (n = 6 en cada grupo) que recibieron
Sp35-Fc, IgG1 humana, o solo PBS, mediante inyeccion intravitrea. El volumen de cada inyeccion intravitrea fue de
4 mL, mientras que la dosis de cada inyeccidon fue de 2 mg. Las inyecciones intravitreas se realizaron
inmediatamente después de la transeccion del nervio éptico.

Se permitié que todos los animales sobrevivieran durante 1 semana. Dos dias antes de sacrificar los animales, se
transecciono el nervio éptico izquierdo de cada animal y se utilizé FG al 6& para marcar las RGC supervivientes para
que sirvieran como control interno. Los animales se sacrificaron con una sobredosis de Nembutal y las retinas se
disecaron en paraformaldehido al 4%. Se realizaron cuatro cortes radiales para dividir las retinas en cuatro
cuadrantes (superior, inferior, nasal y temporal). Las retinas se post-fijaron después en el mismo fijador durante 1
hora antes de que se montaran en plano con el medio de montaje (Dako). Los portaobjetos se examinaron bajo un
microscopio de fluorescencia utilizando un filtro ultravioleta (longitud de onda de excitaciéon = 330 a 380 nm). Las
RGC marcadas se contaron a lo largo de la linea media de cada uno de los cuadrantes partiendo de la papila éptica
hasta el limite periférico de la retina a intervalos de 500 mm, con una rejilla ocular de 200 X 200 mm. El porcentaje
de RGC supervivientes resultantes de cada tratamiento se expresé mediante la comparacién del numero de RGC
supervivientes en los ojos lesionados con sus ojos contra-laterales. Todos los datos se expresan como media +
ETM. La significacion estadistica se evalu6 mediante ANOVA de una via, seguido por una prueba post hoc de
Tukey-Kramer. Las diferencias se consideraron significativas para p <0,05. Los animales tratados Sp35-Fc
mostraron supervivencia neuronal significativa (83%) cuando se compararon con los animales tratados con control-
Fc o PBS, que mostraron cada uno solo aproximadamente 50% de supervivencia neuronal.

Otras realizaciones

Las realizaciones preferidas de la presente invencion se describen a continuacién y se conocen como realizaciones
E1l a E57.

E1. Un acido nucleico aislado que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido en
donde: (a) el polipéptido comprende (i) un dominio LRR de Sp35, (ii) una regién alcalina de Sp35 C-terminal con
respecto al dominio LRR, y (iii) una dominio de inmunoglobulina (Ig) de Sp 35 C-terminal con respecto a la region
alcalina; y (b) el polipéptido carece de un dominio transmembrana.

E2. Un acido nucleico aislado que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido en
donde el polipéptido comprende un dominio Ig de Sp35 y carece de un dominio LRR de Sp35, una regién alcalina de
Sp35, un dominio transmembrana, y un dominio citoplasmico.

E3. Un acido nucleico aislado que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido en
donde el polipéptido comprende un dominio LRR de Sp35 y carece de un dominio Ig de Sp35, una region alcalina de
Sp35, un dominio transmembrana, y un dominio citoplasmico.

E4. El acido nucleico de E1, en donde el polipéptido Sp35 carece de un dominio citoplasmico.

E5. El acido nucleico de E1, en donde el polipéptido comprende los residuos de aminoacido 34 a 532 del
SEQ ED NO: 2.

E6. El acido nucleico de una cualquiera de E1-3, en donde el polipéptido es un polipéptido de fusién que
comprende un radical que no es de Sp35.

E7. El &cido nucleico de E6, en donde el radical que no es de Sp35 se selecciona del grupo que consiste en
un radical de Ig, un radical de albumina de suero, un radical de direccionamiento, un radical informador, y un radical
que facilita la purificacion.

E8. El acido nucleico de E7, en donde el radical que no es de Sp35 es un radical de Ig.
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E9. El &cido nucleico de E8, en donde el radical de Ig es un radical Fc.

E10. El acido nucleico de una cualquiera de E1-3, en donde la secuencia de nucleétidos esta conectada
operativamente a una secuencia de control de la expresion.

E11. Un vector que comprende el acido nucleico de E10.
E12. Una célula anfitriona que comprende el vector de E11.

E13. Un polipéptido aislado, en donde: (a) el polipéptido comprende (i) un dominio LRR de Sp35, (ii) una
regién alcalina de Sp35 C-terminal con respecto al dominio LRR, y (iii) un dominio de inmunoglobulina (Ig) C-terminal
con respecto a la regién alcalina; y (b) el polipéptido carece de un dominio transmembrana.

E14. Un polipéptido aislado en donde el polipéptido comprende un dominio de Ig Sp35 y carece de un
dominio LRR, una regién alcalina de Sp35, un dominio transmembrana, y un dominio citoplasmico.

E15. Un polipéptido aislado en donde el polipéptido comprende un dominio LRR de Sp35 y carece de un
dominio Ig de Sp35, una regién alcalina de Sp35, un dominio transmembrana, y un dominio citoplasmico.

E16. El polipéptido de E13, en donde una de las repeticiones ricas en leucina es una repeticion rica en
leucina carboxi terminal (LRRCT).

E17. El polipéptido de E13, en donde una de las repeticiones ricas en leucina es una repeticion rica en
leucina amino terminal (LRRNT).

E18. El polipéptido de E13, en donde el polipéptido Sp35 carece de un dominio citoplasmico.

E19. El polipéptido de E13, en donde el polipéptido comprende los residuos de aminoacido 34 a 532 del
SEQ ID NO: 2.

E20. El polipéptido de E13, 14 o 15, en donde el polipéptido es un polipéptido de fusiébn que comprende un
radical que no es de Sp35.

E21. El polipéptido de E20, en donde el radical que no es de Sp35, se selecciona del grupo que consiste en
un radical lg, un radical de albumina de suero, un radical de direccionamiento, un radical informador, y un radical que
facilita la purificacién.

E22. El polipéptido de E21, en donde el radical que no es de Sp35 es un radical de Ig.
E23. El polipéptido de E22, en donde el radical de Ig es un radical Fc.
E24. El polipéptido de E13, 14 o0 15, en donde el polipéptido esta conjugado a un polimero.

E25. El polipéptido de E24, en donde el polimero se selecciona del grupo que consiste de un
polialquilenglicol, un polimero de az(car, y un polipéptido.

E26. El polipéptido de E25, en donde el polimero es un polialquilenglicol.

E27. El polipéptido de E26, en donde el polialquilenglicol es polietilenglicol (PEG).

E28. El polipéptido de E24, en donde el polipéptido se conjuga con 1, 2, 3 0 4 polimeros.

E29. El polipéptido de E28, en donde el peso molecular total de los polimeros es de 20.000 Da a 40.000 Da.

E30. Un método para inhibir la transduccion de sefiales por medio de NgR1, que comprende poner en
contacto el NgR1 con una cantidad eficaz de un polipéptido Sp35.

E31. Un método para disminuir la inhibiciéon del crecimiento axonal de una neurona del sistema nervioso
central (SNC), comprende poner en contacto la neurona con una cantidad eficaz de un polipéptido seleccionado del
grupo que consiste de un polipéptido Sp35, un anticuerpo anti-Sp35, o un fragmento de union a antigeno de un
anticuerpo anti-Sp35.

E32. Un método para inhibir el colapso del cono de crecimiento de una neurona del SNC, que comprende
poner en contacto la neurona con una cantidad eficaz de un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en un
polipéptido Sp35, un anticuerpo anti-Sp35, o un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo anti-Sp35.

E33. Un método para tratar una enfermedad, trastorno o lesidon del SNC en un mamifero, que comprende
administrar al mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido seleccionado del grupo que consiste
en un polipéptido Sp35, un anticuerpo anti-Sp35, o un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo anti-Sp35.
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E34. El método de una cualquiera de E30-33, en donde el polipéptido Sp35 se selecciona del grupo que
consiste en

un polipéptido, en donde: (a) el polipéptido comprende (i) un dominio LRR que comprende 12-14
repeticiones ricas en leucina de Sp35, (ii) una region alcalina de Sp35 C-terminal con respecto al dominio
LRR, y (iii) un dominio de inmunoglobulina (Ig) C-terminal con respecto a la region alcalina; y (b) el
polipéptido carece de un dominio transmembrana; y

un polipéptido en donde el polipéptido comprende un dominio Ig de Sp35 y carece de un dominio LRR,
una region alcalina, un dominio transmembrana, y un dominio citoplasmico.

E35. El método de E33, en donde la enfermedad, trastorno o lesién del SNC es una lesion de la médula
espinal o una lesién del nervio 6ptico.

E36. El método de E33, en donde el polipéptido se administra localmente.

E37. El método de E33, en donde el polipéptido se administra inicialmente dentro del plazo de 48 horas
desde la lesion de la médula espinal.

E38. El método de E36, en donde la cantidad terapéuticamente eficaz del polipéptido es de 10 pg a 10 mg.

E39. Un método para tratar una enfermedad, trastorno o lesiéon del SNC en un mamifero, que comprende
(a) proporcionar una célula anfitriona cultivada que expresa un polipéptido Sp35 recombinante; y (b) introducir la
célula anfitriona en el mamifero en o cerca del sitio de la enfermedad, trastorno o lesion del SNC.

E40. El método de E39, en donde la enfermedad, trastorno o lesién es una lesion de la médula espinal.
E41. El método de E39, en donde la célula anfitriona cultivada deriva del mamifero que se va a tratar.
E42. El método de E39, en donde el polipéptido Sp35 recombinante es un polipéptido Sp35 completo.

E43. Un método para promover la mielinizacion en el sitio de la enfermedad, trastorno o lesién del SNC,
gue comprende poner en contacto el sitio de la enfermedad, trastorno o lesion del SNC con una cantidad eficaz de
un polipéptido Sp35.

E44. El método de E43, en donde el polipéptido Sp35 comprende un dominio LRR de Sp35 y carece de un
dominio Ig de Sp35, una regidn alcalina de Sp35, un dominio transmembrana, y un dominio citoplasmico.

E45. Un método para tratar una enfermedad, trastorno o lesion del SNC mediante terapia génica in vivo,
que comprende administrar a un mamifero, en o cerca del sitio de la enfermedad, trastorno o lesion, un vector viral
gue comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido Sp35 de modo que el polipéptido Sp35 se
expresa a partir de la secuencia de nucleétidos en el mamifero en una cantidad suficiente para reducir la inhibicion
de la extension axonal por las neuronas en o cerca del sitio de la lesion.

E46. El método de E36, en donde el vector viral se selecciona del grupo que consiste en un vector
adenoviral, un vector lentiviral, un vector baculoviral, un vector viral de Epstein Barr, un vector papovaviral, un vector
viral de vaccinia, y un vector viral de herpes simplex.

E47. El método de E45, en donde la enfermedad, trastorno o lesién se selecciona del grupo que consiste en
lesion de la médula espinal y lesién del nervio 6ptico.

E48. El método de E45, en donde el vector viral se administra por una via seleccionada del grupo que
consiste en administracion topica, administracion intraocular, administracién parenteral, administracion intratecal,
administracion subdural y administracion subcutanea.

E49. Un acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende un dominio LRR de Sp35, una region
alcalina, un dominio Ig, una secuencia de conexion, y un dominio transmembrana; y carece de un dominio
citoplasmico funcional.

E50. El acido nucleico de E49, en donde el acido nucleico codifica un polipéptido que consiste
esencialmente de los aminoacidos 1 a 576 del SEQ ID NO: 2.

E51. Un método para promover la supervivencia de una neurona en riesgo de muerte, que comprende
poner en contacto la neurona con una cantidad eficaz de un polipéptido Sp35.

E52. El método de E51, en donde la neurona esta in vitro.

E53. El método de E51, en donde la neurona esta en un mamifero con una enfermedad, trastorno o lesién
neurodegenerativos.
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E54. El método de E53, en donde la enfermedad, trastorno o lesiéon neurodegenerativos se seleccionan del
grupo que consiste en esclerosis mltiple, ELA, enfermedad de Huntington, enfermedad de Alzheimer, enfermedad
de Parkinson, neuropatia diabética, ictus, lesiones cerebrales traumaticas y lesion de la médula espinal.

E55. Un método para promover la supervivencia de una neurona en riesgo de muerte en un mamifero con
una enfermedad, trastorno o lesién neurodegenerativos, que comprende (a) proporcionar una célula anfitriona
cultivada que expresa un polipéptido Sp35 recombinante; y (b) introducir la célula anfitriona en el mamifero en el sitio
de la neurona.

E56. Un método de terapia génica in vivo para promover la supervivencia de una neurona en riesgo de
muerte, que comprende administrar a un mamifero, en o cerca del sitio de la neurona, un vector viral que comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido Sp35 de manera que el polipéptido Sp35 se exprese a
partir de la secuencia de nucleétidos en el mamifero en una cantidad suficiente para promover la supervivencia de la
neurona.

E57. El método de E51, en donde el polipéptido Sp35 es soluble.
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<210>1

<211> 2897

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> base_modificada
<222> (2376)
<223>n=a,t,cog

<220>

<221> base_maodificada
<222>(2381)
<223>n=a,t,cog

<220>

<221> base_maodificada
<222>(2859)
<223>n=a,t,cog

<220>

<221> base_modificada
<222>(2861)
<223»n>a,t,cog

<220>

<221> base_maodificada
<222>(2871)
<223>n=a,t,cog

<220>

<221> base_modificada
<222>(2877)
<223>n=a,t,cog

<220>

<221> base_maodificada
<222>(2880)
<223>n=a,t,cog

<400> 1
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ggagagacat
gaglaagagy
gcagcecatc
gcecegetge
ggcagteece
caaaacgetc
cgagaacatc

gctgggtete
caacctgacc
tcaggaccty
tcaccgeged
gacctecate
gecaccrcaac
cttggagatc
caacctgacy
cggecaccta
ggoctccatg
ggccgtggty
tgocaaccag
actcatcctg
£cqetggegg
gggcaaggag
tgeccgeatce
gtttytytyc
gcacctggtic
ggtgcgctac
cggcaacgac
tcagoccaac
caccegeygcc
gogetreate
ccggggcaag
cgLaggcatc
§99<gg99gy
teactcrcca
CCgecreeyt
cctcagaage
aagccgacga
ctgtaactig
aaaaaactat
gcectottce
ctcttotott
ccacccacct
gcccagetec
ggtgggagcc
cgggtgtggc
ggagagagcc
cacttgctgt
tgtacaaatg
gatgagatga

gcgattggtg
atgotgycag
crcotgetgg
gagtgctecg
gagggcatcc
aaccaggacg
gtgagcgecy

cgcagcaacc
aagctggaca
tacaacctca
ttcagcggec
cccaccgagg
atcaatgcca
tcccactgge
tcoctgraca
gtctatctcc
ttgcatgage
gagecctatg
ctgaccacac
gactcgaacc
ctcaactitca
ttcaaggact
cgggaccgcea
cgggccgatg
tcagccaaga
geocaggtac
tccatgoeeog
aagaccrcg
actgtgcctt
tCttrcctga
ggcaacacaa
agetccgoty
cagggacccce
grecrececa
cecctgetge
ccagaccrgyg
accgacacge
ggittcaata
ttcctatage
aactcagrtt
cccocagtgg
gccecacceoy
gggcrggett
Igtctoctog
tgagactcto
aggggctgga
gtggcectca
ggaacattac
tgtatgt
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accgagecga
ggggcgtgag
tgctgggctc
cccaggaceg
ccaccgagac
agttcgecay
tggagcccgg

gcctgaaget
tcagcgagaa
agtcactoga
tcaacagcct
cgcrgteeca
tccgogacta
cctacttgga
tcacacactg
gcttectcaa
tgctccgqcot
cecttecgegy
tggaggaatc
cgctggcctg
accggcagea
tcecctgatgt
aggcecagea
gcgaccLgec
gcaatgggeg
agoacaacgq
cccaccigea
crttcatetc
tceccttoga
gcgtegtect
agcacaacat
acgegceeceg
c€gggeggcecg
ccteetecct
ccceegecag
ggaccccacc
ggcagagrca
attatggatt
tagtcggaat
crrgrtreec
ggagggatca
ccecaggeac
tttgcagggc
gctgccaggce
gacagaggct
gategggccc
agcaggteca
ccecctgoect

gcggaccgaa
gagcatgcee
agtgcrgtca
cgctgtgctg
gcgectgetg
Cttcecgeac
cgectriaac

catcecgcta
caagattgtt
ggttggcgac
qgagcagctg
cctgcacggce
ctcecttcaag
caccatgaca
cIagcLgace
cctectectac
gcaggagatc
cctecaactac
agtcttccac
cgactgtccg
geecacgtge
gctactgceec
ggrgtiigtg
gcccgecate
gcrcacagtc
cacgtacctg
tgtgcgcage
caaccageeg
catcaagacc
ctretgecty
cgagatcgag
caagttcaac
ggcaggggaa
acccttcrac
ccctrcaccac
tacacagggg
ataattcaat
tttatgaaaa
gcaaactitt
tcrtontoct
ctcaggaaaa
catcaggagc
gcaggtggag
ggcaccactg
geggtccicce
accccageoct
ctggccIcte
gcctacetna

ggegegeccg
agcceccted
ggcicggeea
tgccaccgea
gacctaggca
ctggaggagc
aaccrcttca

ggcgtcttea
atcctactgg
aatgaccteg
acgcrggaga
ctcatcgtec
aggctctace
cccaactgec
gcigigecct
aaccccatca
cagctggtag
ctgegegtge
t£ggtoggca
ctcctgtyggy
gocacgeceg
aactacttca
gacgagggcc
ctctgactct
trccctgatg
tgcatcgegg
tactegeccg
ggcgagggag
ctcatcateyg
gtgctgctot
tatgtgcccc
atgaagatga
g0gg9cctgge
atacgricte
crgecetect
cattgacaga
aaaaaagtta
cttgaaataa
gacgtcctga
nctectette
caggaaagga
aggctaggygg
gggacaggtc
€aaggggtag

tggaggacag
ctggtcccag

tgggeetcayg
nagggetygtt

agatgcaggt
tggcctgetg
€gggeLgecc
agcgctttge
agaaccgceat
tggagctcaa
acctccggac

ctggcctcag
actacatgtt
tctacatcte
aatgcaacct
tgagyctccy
gactcaaggt
Tctacggect
acctggocgt
gcaccattga
gcgggeaget
tcaatgtctc
acctggagac
tottecgocy
agtrtgtcca
cctgecgeeg
acacggugea
caccccgaaa
gcacgctgga
ccaacgcgqgg
actggcccca
aggccaacag
ccaccaccat
ttetctggayg
gaaagtcgga
tatgaggccg
cgecacctyc
A dedalalold
tctaccagga
ctggagttga
cgaactttct
taaaaagaga
ttoctecagy
ttccteottt
gagtrccagec
gcaggectag
tgccgatgag
gagcetggct
cacagtcagt
ctctgetget
wctecacate
ntgaggnatn

<210>2

<211>614

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 2
Mei Ley

Trp Gln
Ala Thr
val Leu

50

Thr 6lu
65

Asn GIn

Asn Glu

Phe Asn

Ala
Pro
Gly

35
Cys
Thr
ASp
ASn

Leu
115

Gly
Ile

20
Cys
His
Arg
Glu
Ile

100
Arg

Leu
Pro
Arg
Leu
phe

85

val

Thr

val
Ley
Pro
Lys
Leu

70
Ala

ser

Leu

Arg ser
Lteu val
Arg CZS
Agg Phe
Asp Leu
ser Phe
Ala val

Gly Leu
120
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Met
Ley

25
Glu
val
Gly
Pro
Glu

105
Arg

Pro

10
Gly
Cys
Ala
Lys
His

90

Pro

ser

ser
ser
ser
val
Asn

75
Leu

Gly

AsSn

pPro
val
Ala
Pro

60
Arg
Glu

Ala

Arg

33

Leu
Leu
Gln

45
Glu
Ile
Glu

pPhe

Leu
125

Leu Ala
1S

Ser Gly
30

ASp Arg
Gly Ile
Lys Thr

Leu Glu
95

Asn Asn
i10

Lys Leu

Cys
Ser
Ala
Pro
Leu

80
Leu

Leu

Ile



Pro
sSer
145
Tyr
sar
Glu
Ris
Ar

22

ser
Leu
Pro
ser
Ley
305
Glu
Ser
Gly
Cys
Ar

38

Phe
Arg
Gly
Ala
ASN
465

Ala

Gly

Leu Gly val

130
Glu

AsSn
His
Lys
Gl

21

Asp
His
ASN

Tyr
Tyr
250
Arg
Pro
Gly
ASn
Ar

37

Gin
Lys
Ala
His
1ie
430
Gly

GIn

Gly

Asn
Leu
Arg

193

Leuy

Trp
Leu
Ley
275
Asn
Leu
Tyr
AsSn
Leu
355
Leu
Gln
ASp
Arg
Thr
43%
Leu
Arg

val

AsSn

Lys
Lys
Ala
180
Ash
Tle
Ser
Pro
Thr
260
Ala
Pro
Gin
Ala
GIn
340
Gglu
Leu
Pro

Phe

Ile

420

val

Trp

Leu

Gln

ASD
500

Phe
Ile
Ser
165
phe
Leu
val
Phe
Tyr
245
ser
val
Ile
Glu
Phe
325
Leu
Thr
Trp
Thr
Pro
405
Arg
GIn
Leu
Thr
AsS

48

ser

Thr
val
150
Leu
ser
Thr
Leu
Lys
2%0
Leu
Leu
Arg
ser
Ile
310
Arg
Thr
Leu
val
Cys
350
ASp
AsSp
phe
ser
val
470

AsSn

Met

Gly
135
Ile
Glu
Gly
ser
Ar

21

Arg
Asp
ser
His
Thr
295
GIn
Gly
Thr
Ile
Phe
375
Ala
val
AFg
val
Pro
455
Phe

Gly

Pro
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Leu
Leu
val
Leu
Ile
200
Ley
Leu
Thr
Ile
Lew
280
Ile
Leu
Leu
Leu
Ley
360
Arg
Thr
Leu
LysS
Cys
4490
Arg
Pro

Thr

Ala

ser
Leu
Gly
Asn
185

Pro

Arg

Met
Thr
265
val
Glu
val
Asn
Gluy
345
ASp
Arg
Pro
Leu
Ala
425
Arg
LyS
Asp

Tyr

His
505

ASD
ASD
ASp
170
ser
Thr
His
Arg
Thr
250
His
Tyr
Gly
Gly

r
330
Glu
Ser
Arg
Glu
Proe
410
GIn
Ala
His
Gly
Leu

490
tey

34

Leu

TYr
155
Asn
Leu
Glu
Leu
Leu
235
Pro
Cys
Ley
ser
Gly
315
Leu
Ser
ASn
Trp
Phe
395
Asn
GIn
ASp
Leu
Thr
475

Cys

His

Thr
140
Met
ASp
Glu
Ala
AsSn
220
Lys
ASD
ASn
Arg
Met
300
Gin
Arg
val
Pro
Ar

38

val
TYF
val
Gly
val
460
Leu

Ile

val

Lys
Phe
Leu
Gln
Lew
205
Ile
val
cys
Lew
Phe
2B5
Leu
Leuy
val
Phe
Leu
365
Leu
Gln
rphe
rhe
ASp
445
Ser
Glu

Ala

Arg

Ley
Glin
val
L.au
190
ser
AsSn
Leu
Ley
Thr
270
Ley
His
Ala
Leu
His
ase
Ala
Asn
Gly
Thr
val
430
Pro
Ala
val

Ala

ser
510

ASp
ASDp
T};r‘
17s
Thr
His
Ala
Glu
Tyr
235
Ala
ASn
Glu
val
Asn
335
ser
Cys
Phe
Lys
Cys
415
ASp
Pro
LysS
Arg

Asn
495

Tyr

e
Leu
160
Ile
Ley
Leu
Ile
Ile
240
Gly
val
ey
Lau
val
320
val
val
ASp
Asn
Glu
400
Arg
Glu
Pro
ser
TYi"
450
Ala

Ser
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Pro
GlIn
Pro
545
ser
ser

Pro

Phe

Asp
Pro
530
Phe
Phe
Arg

Arg

Asn
610

<210>3
<211>59
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Trp
515
Gly
ASp
Leu
Gly
LyS

595
Met

Pro
Glu
Ile
Gly
LYyS
580

Ser

Lys

His GIn Pro
Gly Glu Ala

535
Lys Thr Leu

550
val val Leu
565
Gly Asn Thr
Asp Ala Gly

Met Ile

ES 2537015713

Asn
520
Asn
Ile
Phe

Lys

Ile
600

Lys Thr phe
Ser Thr Arg
Ile aAla Thr

533

Cys Leu val
570

His Asn Ile
585

ser Ser aAla

<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: Cebador

<400>3

tcgagaaaaa agatcgicat ccrgctagac tctcttgaag tctagcagga tgacgatca

<210> 4
<211>9
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 4

Arg arg Ala Arg I1§ Arg Asp Arg Lys

<210>5
<211>9
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 5

Lyg Lys val Lys Va; Lys Glu Lys Arg

<210>6
<211>9

<212>

PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

35

Ala
Ala
540
Thr
i.eu

Glu

Asp

fhe
525
Thr
Met
Ley

Ile

Ala
605

Ile Ser
val pPro
Gly Phe

Phe Leu
575

Giu Tyr
5390

Pro Arg

Asn
Phe
Ile
560
Trp

val

LyS

59
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Arg Arg Leu Arg Lelsl Arg AsSp Arg Lys

<210>7

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 7

Arg Arg Gly Arg GTg Arg AsSp Arg Lys

<210> 8

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Arg Arg Ile Arg A1§ Arg ASp Arg Lys

<210>9

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>9

Me; Gln val ser Lyg Arg

<210> 10

<211>6

<212>PRT
<213>Homo sapiens

<400> 10

Leu Ser Pro Arg Lyg His
1

<210> 11

<211>6

<212> PRT
<213>Homo sapiens

<400> 11

I'Ii Thr Pro Lys Arg Arg

<210> 12

<211>6

<212» PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

36
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A1§ Cys Pro His Hig Lys

<210>13

<211>6

<212>PRT
<213>Homo sapiens

<400> 13

Val ser Pro Arg Lyg His

<210> 14

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Cebador

<400> 14

aaggcccage aggtgtttgt gga
<210> 15
<211>24

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Cebador

<400> 15

tactcgatct cgatgttgtg cttt

<210> 16

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Cebador

<400> 16

cagcaggtcg acgeggccge atgotggegg ggogegt

<210>17

<211>29

<212> ADN

<213> Homo sapiens

cagcaggtcg accrcgeccg getggtigg

<210> 18

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

37

24

37

29

23
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<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Cebador

<400> 18

aattaagaat tcacgggctg ccegeccege tgegagt

<210>19

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Cebador

<400> 19

tatatttcta gatcactegc ccggltggtt ggagatgaaa gcga

<210> 20

<211>44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Cebador

<400> 20

cttgacacgg gatccgegge cgcatgetgg €ggogggcgt gagy

<210> 21

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Cebador

<400> 21

grageyggoc gggeageccyg tggccgages tgacagcact gagec

<210> 22

<211>44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 22

cttgacacgg gatccgcgge Cgcatgetgy €agusagcgt 0agg

38

37

44
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45
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<210> 23

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 23

gtcccggatg cgggegegogg ccgagectga cagcactgag cocag

<210> 24

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 24

atattctaga atgctggcgg ¢9ggcgtyag

<210> 25

<212> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 25

atatactagt grcgttgecg €Cogegttgg

<210> 26

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 26

cccagcaggt gtitgtggac gagtgatcta gggrcgegga tcocctg

<210> 27

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Cebador

<400> 27
39

45

30

30

46
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cagggatecg cggecctaga tCactegtce acaaacacct getggg

<210> 28

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 28

cgccgegeac ccgggtgaat tCCgegoccg Catccgggac c€ge

<210> 29

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 29

gcggtccegg atgegggrge ggaattcacc cgggtgegeg gy

<210>30

<211>43

<212>ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Cebador

<400> 30

cgccgegeac ccgggtgaat tcgeccagea ggtgttigtg gac

<210> 31

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 31

gtccacaaac acctgetggg cgaattcace cgggtgogeg gog

<210> 32

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: Cebador

40

46

43

43
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<400> 32

catcctctgy Ctotcacccg aaaaggtact ggretcagee aagage
o

<210> 33

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 33

gcrcrtgget gagaccagta cctttteggg tgagagecag aggatg

<210>34

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34

Ser Pro Arg Lys Hig
1

<210> 35

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 35

aattaagcgg ccgcatgctg 9cgoggoacy t

<210> 36

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 36

aartaagcgg ccgcetttgic atgt

<210> 37
<211> 32

41
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 37

gattactcga gatgctggeg gggggegiga gg 32

<210> 38

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 38

cgcgggaatt ctcatatcat cttcatgttg aacttg 36

<210> 39

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 39

gccttocogeg gecteaacta cotgegegty cte 33

<210> 40

<211>75

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 40

W ]

ccggaattct caagcgtaat caggaacgtc graagggtat atcatctica tgrtgaactt 60
9€0gggcgcg g 75

<210>41

<211>55

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 41

42
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tgatcgicat ¢Ctgctagac ttcaagagag tetagcagga tgacgatctt ttttc 55
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se unen al polipéptido del SEQ ID NO: 2
para la preparacion de un medicamento para tratar una enfermedad o trastorno neurodegenerativos, en los que la
extension axonal seria beneficiosa en un mamifero, en donde el anticuerpo o fragmento son capaces de disminuir la
inhibicion del crecimiento axonal de una neurona del sistema nervioso central (SNC).

2. Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se unen al polipéptido del SEQ ID NO: 2, para su
uso en el tratamiento de una enfermedad o trastorno neurodegenerativos en los que la extensién axonal seria
beneficiosa en un mamifero, en donde el anticuerpo o fragmento son capaces de disminuir la inhibicién del

crecimiento axonal de una neurona del sistema nervioso central (SNC).

3. El uso de la reivindicaciéon 1 o el anticuerpo para su uso de acuerdo
enfermedad o trastorno neurodegenerativos son la esclerosis multiple.

4. El uso de la reivindicacion 1 o el anticuerpo para su uso de acuerdo
enfermedad o trastorno neurodegenerativos son la ELA.

5. El uso de la reivindicacién 1 o el anticuerpo para su uso de acuerdo
enfermedad o trastorno neurodegenerativos son la enfermedad de Huntington.

6. El uso de la reivindicaciéon 1 o el anticuerpo para su uso de acuerdo
enfermedad o trastorno neurodegenerativos son la enfermedad de Alzheimer.

7. El uso de la reivindicaciéon 1 o el anticuerpo para su uso de acuerdo
enfermedad o trastorno neurodegenerativos son la enfermedad de Parkinson.

8. El uso de la reivindicacién 1 o el anticuerpo para su uso de acuerdo
enfermedad o trastorno neurodegenerativos son la neuropatia diabética.

9. El uso de la reivindicacién 1 o el anticuerpo para su uso de acuerdo
enfermedad o trastorno neurodegenerativos son el ictus.

10. El uso de la reivindicacion 1 o el anticuerpo para su uso de acuerdo

con

con

con

con

con

con

con

con

enfermedad o trastorno neurodegenerativos son una lesion cerebral traumatica.

11. El uso de la reivindicacion 1 o el anticuerpo para su uso de acuerdo

con

enfermedad o trastorno neurodegenerativos son una lesién de la médula espinal.
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FIG. 1

Wﬁmmaﬂmm&aﬁccﬂammm
GATGCAGGTGAGCAAGAGGATGCTGOCGUGGEGCGTGAGGAGCATGCCCAG

CGGACGCTGGGTCTOOGCAGCAACCGCCTGAAGCTCATCCCGCTAGGCGTCT
TCACTGGCCTCAGCAACCTGACCAAGCTGAACATCAGCGAGAACAAGATTGT
TATCCTACTGOACTACATGTTTCAGGACCTGTACAACCTCAAGTCACTGGAGG

ACCCCATCAGCACCATTGAGGGCTCCATGTTGCATGAGCTGCTCOGGCTGCA
GGAGATCCAGCTOGTGGECGCGCAGCTORCCGTGETGOAGCCCTATGOCTTC
CGOGGOCTCAACTACCTGOGOGTGCTCAATATCTCTGGCAACCAGCTGACTA
CACTGGAGGAATCAGTCTTCCACTCGGTGGGCAACCTGGAGACACTCATCCT
GOACTCCAACCCGCTGGOCTGCGACTGTCAGCTCCTATGGOTGTTCOGGOGLC
GCTGGOGGCTCAACTTCAACCGGCAGCAGOCCACGTGCGCCACGOCCGAGTT
TGTCCAGGGCAAGGAGTTCAAGGACTTCCCTGATGTGCTACTGCCCAACTACT
TCACCTGCCGCCGCGCCCGCATCCOGGGACCGCAAGGOCCAGCAGGTGTTTGT
GGACGAGGGCCACACGGTCCAGTTTOTOTOOCGGECCCATGGOGACCOGOCG
COCGCCATCCTCTOGCTCTCACCCCOAAAGCACCTGATCTCAGCCAAGAGCA
ATGGGCGGCTCACAGTCTTCCCTGATGGCACGCTGGAGGTGCGCTACGCOCCA
GGTACAGGACAACGGCACGTACCTGTGCATCGCAGOCAACGUGGGOGGCAA
COACTCCATGCCOGOOCACCTOCATGTGOGCAGCTACTCGOCCOACTGGCCCC

CGAGATCGAGTATGTGUCCCGAAAGTCGGACGCAGGCATCAGCTCCGOOGAC
GCGCCOCGCAAGTTCAACATGAAGATGATATGAGGOCGGEGOGGEGGGTAG
GGACCCCCOGO0GGICEGECAGGGEAAGGGGCCTGGCCGCCACCTGCTCACT
CTCCAGTCCTTCCCACCTCCTCCCTACCCTTCTACACACGTTCTCTTTCTCCOCT
CCCGCCTCEGTOCCCTGCTGOCCCCOGCCAGCCCTCACCACCTGCCCTOCTTC
TACCAGGACCTCAGAAGCCCAGACCTGGGGACCCOCACCTACACAGGGGLATT
GACAGACTGGAGTTGAAAGCCGACGAACCGACACGUGGCAGAGTCAATAAT
TCAATAAAAAAGTTACGAACTTTCTCTGTAACTTGGGTITCAATAATTATGGA
TITITATGAAAACTTGAAATAATAAAAAGAGAAAAAAACTATTTCCTATAGC
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FIG. 1 (continuacidn)

TCAGTTICTIGTITITCTCITCNTCCTNCTCCTCTICTTCCTCCTTICTCTTCTCT
TCCCCCAGTGGGGAGGGATCACTCAGGAAAACAGGAAAGGAGGTTCCAGCC |
CCACCCACCTGOCCACCCCGCOCCAGGCACCATCAGGAGCAGGCTAGGGEGT
AGCCCTOGEGOCCAGCTCOGGGCTGGCTTTITGCAGGGOOCAGOTORAGGOGA

' CAGGTCTGOOGATACGGOTGEEAGCCTGTCTGCTGGGUTGOCAGGUGGCACC
ACTOCAAGGGETEOGAGCCTGGCTCGGGETGTGGCTGAGACTCTOGACAGAGG
CTGGGGETOCTCCTGGEOGACAGCACAGTCAGTGGAGACGAGCCAGGGGCTGG

GGCCCTCAAGCAGETCCACTGGCCTCICTGGGCCTCAGTCTCCACATCTGTAC

AAATGOGAACATTACCCCCTGCOCTECCTACCTNANAGUGCTGTTNTGAGGN
ATNCGATGAGATGATGTATGT
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FIG. 2
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FIG. 4
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FIG. 7
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