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DESCRIPCION

Inhibidor de la activacion de linfocitos T, composicion farmacéutica que lo contiene y método de cribado de sustan-
cias inhibidoras de la activacion de linfocitos T

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un inhibidor de la activacion de linfocitos T, a una composicion farmacéutica que
lo comprende y a un método de cribado de sustancias inhibidora de la activacion de linfocitos T. Mas particularmen-
te, la presente invencion se refiere a un inhibidor de la activacion de linfocitos T que comprende como ingrediente
activo una sustancia inhibidora de RGM, una composicion farmacéutica para la profilaxis o el tratamiento de una
enfermedad causada por la activacion de linfocitos T, que comprende el inhibidor de la activacion de linfocitos T, y
una método para el cribado de sustancias inhibidoras de la activaciéon de linfocitos T, que comprende una etapa de
poner en contacto una sustancia de ensayo con RGM.

Técnica anterior

La molécula de orientacion repulsiva (abreviadamente en lo sucesivo RGM por la expresion inglesa Repulsive Gui-
dance Molecule) es una proteina de membrana identificada inicialmente como una molécula inductora de axones en
el sistema visual (véase el documento no patente 1). La familia de RGM incluye 3 clases de miembros denominados
RGMa, RGMb y RGMc, y se sabe que al menos RGMa y RGMb actuan a través del mismo mecanismo de transduc-
cion de sefial (véase el documento que patente 2). Estudios posteriores han aclarado que RGM tiene una funcién de
induccion de axones y formacion de laminas en embriones de Xenopus y pollo, asi como una funcién de regulacion
del cierre del tubo neural de la cabeza y similares en un embrién de raton (véase el documento no patente 3). Ade-
mas de las funciones en las etapas de desarrollo, la RGM es expresada de nuevo después de una lesion del sistema
nervioso central en seres humanos y ratas adultos y la inhibicion de la RGM potencia el crecimiento de axones des-
pués de una lesion espinal y promueve la recuperacion funcional en ratas (véase el documento que no es de patente
4). Por lo tanto, la RGM se considera una sustancia que inhibe la regeneracion de axones después de una lesion del
sistema nervioso central. También, el documento de patente 1 describe un promotor de la regeneracion de axones
que comprende como ingrediente activo un anticuerpo neutralizante anti-RGM.

La esclerosis multiple es una enfermedad crénica en la que la mielina (vaina de mielina) que cubre las fibras nervio-
sas en el cerebro y la médula espinal esta inflamada causando la desmielinizacion, lo que impide la buena transmi-
sién de la informacion neuronal, provocando con ello diversos sintomas como trastorno visual, trastorno del movi-
miento, hipoestesia, desequilibrio y similares. Hasta el momento no se ha aclarado su etiologia y la enfermedad no
se puede ser curada completamente por la medicina actual. Si bien se reconoce como una de las enfermedades
autoinmunitarias, no ha sido esclarecido el detalle de su mecanismo de iniciacion. Por ejemplo, el documento que no
es patente 5 describe que los linfocitos T CD4" atacan inmunolégicamente a la mielina y al oligodendrocito en la sus-
tancia blanca del cerebro y de la médula espinal.

El documento WO 2009/106356 A1 describe proteinas aisladas, en particular anticuerpos monoclonales, que se
unen a la proteina RGMa y la neutralizan, inhibiendo asi la actividad de RGMa.

El documento WO 2009/030500 A1 indica que anticuerpos que son producidos en los dominios de unién a proteinas
morfogenéticas 6seas de la RGM e inhiben la interaccion entre la RGM y el receptor de RGM, neogenina, exhiben
una accion promotora de la neuranagénesis.

El documento WO 00/56772 se refiere a anticuerpos humanos que se unen especificamente a la interleuquina-12
humana (hIL-12).

[Lista de documentos]

[Documento de patente]:

Documento de patente 1: JP-B-3981148
[Documentos no patentes]

Documento no patente 1: Stahl, B., Muller, B., von Boxberg, Y., Cox, E.C. & Bonhoeffer, F. Biochemical characteri-
zation of a putative axonal guidance molecule of the chick visual system. Neuron 5, 735-743 (1990)

Documento no patente 2: Liu, X., Hashimoto, M., Horii, H., Yamaguchi, A., Naito, K. and Yamashita, T. Repulsive
guidance molecule b inhibits neurite growth and is increased after spinal cord injury. Biochem. Biophys. Res. Com-
mun. 382, 795-800 (2009)

Documento no patente 3: Yamashita, T., Mueller, B. K. & Hata, K. Neogenin and repulsive guidance molecule sig-
naling in the central nervous system. Curr. Opin. Neurobiol. 17, 29-34 (2007)
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Documento no patente 4: Hata, K. et al. RGMa inhibition promotes axonal growth and recovery after spinal cord inju-
ry. J. Cell Biol. 173, 47-58 (2006)

Documento no patente 5: Trapp, B.D., Ransohoff, R.M., Fisher, E. & Rudick, R. Neurodegeneration in multiple scle-
rosis: relationship to neurological disability. Neuroscientist 5, 48-57 (1999)

Sumario de la invencion
Problemas que ha de resolver la invencién

La presente invencion pretende encontrar una nueva funcion de la RGM, y proporcionar un nuevo inhibidor de la
activacion de linfocitos T, una composicion farmacéutica para la profilaxis o el tratamiento de una enfermedad cau-
sada por la activacion de linfocitos T, y un método de cribado de una sustancia inhibidora de la activacion de linfoci-
tos T.

Medios para resolver los problemas

La presente invencion abarca cada una de las siguientes invenciones para resolver los problemas antes menciona-
dos.

1. Una sustancia inhibidora de una molécula de orientacion repulsiva a (RGMa) como ingrediente activo para uso en
la profilaxis o el tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria, tales como enfermedad autoinmunitaria celular,
reumatismo, esclerosis multiple, enfermedades autoinmunitarias del sistema nervioso, tales como sindrome de Gui-
llain-Barré, enfermedad de neuro-Behget, anemia maligna, diabetes tipo |, lupus eritematoso sistémico (SLE), enfer-
medades inflamatorias intestinales (IBD), sindrome de Sjogren, dermatitis atopica, sindrome de Goodpasture, en-
fermedades de Grave, anemia hemolitica autoinmunitaria, purpura trombocitopénica autoinmunitaria, glomerulonefri-
tis, miastenia grave, enfermedades de Hashimoto.

2. La sustancia inhibidora de la RGMa para su uso como en 1, en donde la sustancia inhibidora de RGMa es un
anticuerpo neutralizante anti-RGMa.

3. La sustancia inhibidora de la RGMa para su uso como en 1, en donde la sustancia inhibidora de la RGMa es siR-
NA de RGMa.

4. La sustancia inhibidora de la RGMa para su uso como en 1 a 3, en donde la enfermedad autoinmunitaria es es-
clerosis multiple.

5. La sustancia inhibidora de la RGMa para uso como en 4, en donde la esclerosis multiple es esclerosis multiple
recurrente.

6. Un método in vitro para inhibir la activacion de linfocitos T, que comprende una etapa de poner en contacto una
sustancia inhibidora de la RGMa con una célula que expresa RGMa.

7. El método para inhibir la activacion de linfocitos T de acuerdo con 6, en donde la sustancia inhibidora de la RGMa
es un anticuerpo neutralizante anti-RGMa.

8. El método para inhibir la activacion de linfocitos T de acuerdo con 6, en donde la sustancia inhibidora de la RGMa
es un siRNA de RGMa.

9. Un método de cribado de una sustancia inhibidora de la activacién de linfocitos T, que comprende una etapa de
poner en contacto una sustancia de ensayo con RGMa, una etapa de medir el nivel de actividad de la RGMa antes
mencionada, una etapa de comparar el nivel de actividad antes mencionada con el de RGMa libre de contacto con
una sustancia de ensayo, y una etapa de seleccionar una sustancia de ensayo que reduce el nivel de actividad de
RGMa.

Efecto de la invencion

La presente invencion puede proporcionar un nuevo inhibidor de la activacion de linfocitos T. El inhibidor de la acti-
vacion de linfocitos T es til para la profilaxis o el tratamiento de una enfermedad causada por la activacion de linfo-
citos T, por ejemplo, una enfermedad autoinmunitaria. Ademas, una sustancia inhibidora de la activacion de linfocitos
T obtenible por el método de cribado de la presente invencion sirve como ingrediente activo candidato de un farmaco
profilactico o terapéutico para una enfermedad causada por la activacion de linfocitos T.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 muestra los resultados de la medicién, por PCR cuantitativa en tiempo real, de la expresion de mRNA de
RGMa en células dendriticas derivadas de la médula dsea (abreviadamente en lo sucesivo BMDC por la expresion
inglesa Bone Marrow-Derived Cells) estimuladas con LPS,.
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La Fig. 2 muestra los resultados de la deteccion de la expresion de RGMa en BMDC estimuladas con LPS, por trans-
ferencia de Western.

La Fig. 3 muestra los resultados del analisis por citometria de flujo de la unién de linfocitos T CD4" o macréfagos
CD11b", y diversas concentraciones de RGMa-Fc humano.

La Fig. 4(A) muestra los resultados de la deteccidn total de Rap1 y de la forma activa de Rap1 en linfocitos T CD4" y
macréfagos CD11b" por transferencia de Western.

La Fig. 4(B) muestra los niveles relativos de activacion de Rap1 calculados a partir de la cuantificacion de las bandas
en la transferencia de Western de la Fig. 4(A) usando el programa Scion Image.

La Fig. 5(A) muestra los resultados de la medicién de relaciéon de adhesion de esplenocitos a fibronectina en presen-
cia o ausencia de estimulacién con RGMa.

La Fig. 5(B) muestra los resultados de la medicién de relacién de adhesién de linfocitos T CD4" a ICAM1 en presen-
cia o ausencia de estimulacién con RGMa.

La Fig. 6 muestra los resultados de la observacién de los cambios con el tiempo en las puntuaciones cuantificadas
de los sintomas clinicos de la encefalomielitis autoinmunitaria experimental (EAE) en ratones modelo con esclerosis
multiple a los que se ha administrado un anticuerpo neutralizante anti-RGMa y en ratones modelo con esclerosis
multiple a los que se ha administrado un anticuerpo de control.

La Fig. 7(A) muestra la relacion de expresion de los sintomas clinicos de la EAE en cada grupo, (B) muestra la me-
dia de los dias de comienzo de la EAE en cada grupo, (C) muestra la media de la puntuacion maxima de EAE de
cada raton en cada grupo y (D) muestra la media de la puntuacion acumulativa de EAE de cada ratén en cada gru-

po.

Las Fig. 8 (a) y (b) muestran la histologia tefiida con HE de la médula espinal cervical de raton modelo con esclero-
sis multiples al que se le ha administrado anticuerpo de control, y (c) y (d) muestran la histologia tefiida con HE de la
médula espinal cervical de ratén modelo con esclerosis multiple al que se le ha administrado el anticuerpo neutrali-
zante anti-RGMa.

La Fig. 9 muestra los resultados de los niveles de inflamacion, cuantificados basandose en un indice inflamatorio, de
una muestra de tejido de médula 6sea de ratén modelo con esclerosis multiple al que se le ha administrado anti-
cuerpo de control y una muestra de tejido de médula 6sea de raton modelo con esclerosis multiple al que se ha ad-
ministrado anticuerpo neutralizante anti-RGMa.

La Fig. 10 muestra los resultados del examinar la activacion de linfocitos T especifica de antigenos y la activacion de
linfocitos T no especifica de antigenos, de esplenocitos preparados de ratdbn modelo con esclerosis mdltiple al que
se le ha administrado anticuerpo de control y de ratdon modelo con esclerosis multiple al que se le ha administrado
anticuerpo neutralizante anti-RGMa, en donde (a) muestra la proliferacion celular, (b) muestra la cantidad de secre-
cion de IL-2, (c) muestra la cantidad de secrecion de IFN-y y (d) muestra la cantidad de secrecion de IL-17.

La Fig. 11 muestra los resultados de la observacion de los cambios con el tiempo en las puntuaciones cuantificadas
de los sintomas clinicos de la EAE en el ratdn modelo con esclerosis multiple recurrente al que se ha administrado
un anticuerpo neutralizante anti-RGMa y en el raton modelo con esclerosis mdltiple al que se ha administrado un
anticuerpo de control.

La Fig. 12 muestra los resultados de la observacion de los cambios con el tiempo en las puntuaciones cuantificadas
de los sintomas clinicos de la EAE en ratén receptor al que se han trasplantado BMDC con expresién reducida del
gen de RGMa o BMDC sin expresion reducida del gen de RGMa, cada uno después de estimulacion con la glicopro-
teina oligodendrocitica mielinica (abreviadamente en lo sucesivo MOG, por la expresion inglesa Mye-
lin/Oligodendrocyte Glycoprotein).

La Fig. 13 muestra los resultados de observacién de los cambios con el tiempo en las puntuaciones cuantificadas de
los sintomas clinicos de la EAE en ratones receptores trasplantados con linfocitos T CD4", que se prepararon a partir
de un raton donante al que se habia administrado anticuerpo neutralizante anti-RGMa o anticuerpo de control, y
MOG, y sometido a estimulacion con MOG.

Descripcion de las realizaciones

Los autores de la presente invencién han encontrado por primera vez que la RGM se expresa en células dendriticas
derivadas de la médula 6sea (BMDC) y el receptor de la RGM se expresa en los linfocitos T CD4" y los macréfagos
CD11b", y que la proteina Rap1 es activada cuando la RGM se une al receptor de la RGMa en los linfocitos T CD4"
y los macréfagos CD11b", potenciando asi la actividad de adhesién celular del linfocitos T CD4" o el macréfago
CD11b". Los autores de la presente invencién han aclarado en un experimento que utiliza un ratén modelo con es-
clerosis multiple que la administraciéon de un anticuerpo neutralizante anti-RGM reduce tanto los sintomas clinicos
como las lesiones de tejidos del ratdbn modelo con esclerosis multiple (ratéon con encefalomielitis autoinmunitaria ex-
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perimental (EAE)) inducidas por la glicoproteina oligodendrocitica mielinica (MOG), y los esplenocitos recogidos de
un ratén modelo con esclerosis multiple al que se ha administrado un anticuerpo neutralizante anti-RGM muestran
activacion de linfocitos T especifica y no especifica de antigenos notablemente atenuada. Ademas, los autores de la
presente invencién han encontrado que la administracién de un anticuerpo neutralizante anti-RGM suprime la expre-
sioén de los sintomas clinicos de EAE en un ratén modelo con esclerosis multiple recurrente inducida por una protei-
na proteolipidica (PLP) mielinica; cuando las BMDC con expresion reducida del gen RGMa se estimulan con MOG y
se trasplantan a un ratén, se suprime la expresion de los sintomas clinicos de EAE en el ratdn receptor; y cuando
linfocitos T CD4" preparado a partir de un ratén al que se ha administrado un anticuerpo neutralizante anti-RGM y
MOG se estimulan con MOG y se trasplantan a un ratén, se suprime la expresion de los sintomas clinicos de EAE
en el ratén receptor (véanse los Ejemplos).

[Inhibidor de la activacion de linfocitos T]

La presente invencidn proporciona un inhibidor de la activacion de linfocitos T que contiene como ingrediente activo
una sustancia inhibidora de la RGM. La sustancia inhibidora de la RGM, que es un ingrediente activo del inhibidor de
la activacion de linfocitos T de la presente invencién, puede ser cualquier sustancia que inhiba la actividad de la
RGM (actividad de RGM) y una sustancia que inhiba la expresién de RGM.

Ejemplos de sustancias que inhiben la actividad de RGM incluyen un compuesto de bajo peso molecular, un anti-
cuerpo neutralizante anti-RGM y similares, que inhiben la actividad de RGM. Ejemplos del indice de actividad de
RGM incluyen una actividad de RGM para unirse al receptor de RGM (véase el Ejemplo 1 (1-2)), activacion de la
proteina Rap1 que induce la actividad (véase el Ejemplo 1 (1-3)), mejora de la actividad en la adhesion de los linfoci-
tos T a ICAM (véase el Ejemplo 1 (1-4)) y similares. Una sustancia que inhibe (atenua) la actividad de RGM cuando
se evalud usando estos indices se refiere a una sustancia inhibidora de RGM. Ejemplos del compuesto de bajo peso
molecular que inhibe la actividad RGM incluyen Y27632 conocido como un inhibidor de la Rho-quinasa (M. Uehata,
et al., Calcium sensitization of smooth muscle mediated by a Rho-associated protein kinase in hypertension. Nature
389, 990 (1997)).

El anticuerpo neutralizante anti-RGM puede ser cualquiera siempre que sea un anticuerpo que se una a la RGM e
inhiba su actividad, y sus ejemplos incluyen un anticuerpo anti-RGM que se une a RGM y evita que RGM se una al
receptor de RGM vy similares. Un anticuerpo neutralizante anti-RGM se puede producir por un método conocido y
usar la RGM o su fragmento como inmundégeno. Que el anticuerpo obtenido es un anticuerpo neutralizante se puede
confirmar utilizando el indice de actividad de la RGM antes mencionado. Ejemplos de RGM incluyen, aunque sin
limitacion, RGMa humana que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 2, RGMa de
rata que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 4 y similares. La RGM procedente de
diversos organismos se puede utilizar preferiblemente como inmundégeno. Sus secuencias de aminoacidos se pue-
den obtener facilmente a partir de una base de datos conocida (Protein Data Bank, etc.).

El anticuerpo neutralizante anti-RGM puede ser un anticuerpo policlonal o un anticuerpo monoclonal. También puede
ser una molécula de anticuerpo completa o un fragmento de anticuerpo capaz de unirse especificamente a un anti-
geno (por ejemplo, Fab, F(ab’),, Fab’, Fv, scFv, etc.). Un anticuerpo policlonal se puede preparar y adquirir, por
ejemplo, como sigue. Para ser precisos, un antigeno (RGM o uno de sus fragmentos) se disuelve en PBS, y se in-
muniza un mamifero (ratén, rata, conejo, cabra, caballo, etc.) con la solucién opcionalmente mezclada con una can-
tidad apropiada de un adyuvante convencional (por ejemplo, adyuvante completo de Freund) como inmundgeno.
Aunque el método de inmunizacién no esta particularmente limitado es preferible, por ejemplo, un método que inclu-
ya la inyeccion subcutanea o inyeccion intraperitoneal una vez o varias veces a intervalos adecuados. Luego, se
recoge sangre del animal inmunizado por un método convencional, se separa el suero y se purifica una fraccion de
anticuerpo policlonal para obtener el anticuerpo policlonal. Se puede obtener un anticuerpo monoclonal fusionando
un inmunocito (por ejemplo, un esplenocito) obtenido del mamifero inmunizado antes mencionado y una célula de
mieloma para obtener un hibridoma, y recuperar el anticuerpo de un cultivo del hibridoma. Un anticuerpo monoclonal
recombinante se puede producir también por clonacién de un gen de anticuerpo de un hibridoma, incorporando el
gen en un vector adecuado, introduciendo el vector en una célula hospedante y usando una técnica de recombina-
cion génica. Por otra parte, también puede ser producido por un método de presentacién en fagos.

El anticuerpo neutralizante anti-RGM es preferiblemente un anticuerpo quimérico humano o un anticuerpo humani-
zado. El anticuerpo quimérico humano se refiere a un anticuerpo que consiste en una regién variable de cadena pe-
sada y una region variable de cadena ligera de un anticuerpo procedente de un animal distinto de un ser humano, y
una regién constante de cadena pesada y una region constante de cadena ligera de un anticuerpo humano. El anti-
cuerpo humanizado se refiere a un anticuerpo obtenido por injerto de las CDR (regiones determinantes de la com-
plementariedad) de un anticuerpo procedente de un animal distinto de un ser humano en las CDR de un anticuerpo
humano, y también se denomina anticuerpo injertado de CDR, anticuerpo de reconstitucion y similares. Como una
region de marco (abreviadamente en lo sucesivo FR por la expresion inglesa Frame Region) de un anticuerpo hu-
manizado, se selecciona una region en la que la CDR forma un buen sitio de unién al antigeno. Cuando sea necesa-
rio, la secuencia de aminoacidos de la FR en la region variable de un anticuerpo puede ser sustituida de manera que
la CDR del anticuerpo humanizado pueda formar un sitio de unién al antigeno apropiado. La secuencia de aminoaci-
dos de la region constante de un anticuerpo humano se puede adquirir en una base de datos conocida (Protein Data
Bank, etc.).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 555060 T3

Ejemplos de la sustancia que inhibe la expresion de RGM incluyen siRNA (ARN corto de interferencia), shRNA (ARN
de horquilla corta), oligonucledétido antisentido y similares al gen de RGM. Ejemplos del gen de RGM incluyen, aun-
que sin limitaciéon, un gen de RGMa humana que consiste en la secuencia de bases mostrada en la SEQ ID NO: 1,
un gen de RGMa de rata que consiste en la secuencia de bases mostrada en la SEQ ID NO: 3 y similares. Las se-
cuencias de bases de los genes de RGM procedentes de diversos organismos se pueden adquirir facilmente en una
base de datos conocida (GenBank, etc.). El siRNA es un RNA bicatenario corto que puede suprimir la expresion de
un gen diana (gen de RGM en la presente invencion). Siempre que sea funcional como siRNA, la secuencia de ba-
ses y la longitud (longitud de bases) no estan particularmente limitadas. Es preferible menos de aproximadamente 30
bases, mas preferiblemente alrededor de 19 - 27 bases, mas preferiblemente alrededor de 21 - 25 bases. El shRNA
se refiere a una molécula que tiene una estructura de horquilla corta con un saliente en el extremo 3' y que tiene
aproximadamente 20 pares de bases o mas, que es un ARN monocatenario que contiene parcialmente una secuen-
cia de bases palindrémica para formar una estructura intramolecularmente bicatenaria. Después de introducido en la
célula dicho shRNA es degradado en dicha célula en una longitud de aproximadamente 20 bases (tipicamente, por
ejemplo, 21 bases, 22 bases, 23 bases) y puede suprimir la expresion del gen diana (gen de RGM en la presente
invencion) igual que siRNA. Los siRNA y shRNA pueden tener cualquier forma, siempre que puedan suprimir la ex-
presion del gen de RGM. Los siRNA y shRNA se pueden sintetizar quimicamente de modo artificial. Ademas, los
RNA con sentido y antisentido se pueden sintetizar in vitro a partir de DNA molde usando, por ejemplo, RNA-
polimerasa de T7 y promotor de T7. El oligonucleétido antisentido sélo necesita ser un nucleétido que sea comple-
mentario o se hibride a secuencias continuas de 5 a 100 bases en la secuencia de DNA del gen de RGM, y puede
ser cualquiera de DNA y RNA. También, se puede modificar siempre que no imponga ningun efecto adverso en la
funcién. El oligonucleodtido antisentido puede ser sintetizado por un método convencional y, por ejemplo, puede ser
sintetizado facilmente por un sintetizador de DNA comercialmente disponible.

Por lo tanto, una sustancia inhibidora de RGM puede inhibir la activaciéon de linfocitos T poniéndola en contacto con
una célula que expresa RGM (célula que expresa RGM o célula que tiene actividad de expresion de RGM). Por lo
tanto, la presente invencién abarca un método para inhibir la activacion de linfocitos T, que comprende una etapa de
poner en contacto una sustancia inhibidora de RGM con una célula que expresa RGM.

[Composiciéon farmacéutica]

La presente invencién proporciona una composicion farmacéutica para la profilaxis o el tratamiento de una enferme-
dad causada por la activacion de linfocitos T, que contiene el inhibidor de la activacion de linfocitos T antes mencio-
nado de la presente invencion. La composicién farmacéutica de la presente invencién es, en otras palabras, una
composiciéon farmacéutica para la profilaxis o el tratamiento de una enfermedad causada por la activacién de linfoci-
tos T, que contiene como ingrediente activo una sustancia inhibidora de la RGM.

Como enfermedad causada por la activacion de linfocitos T, se pueden mencionar enfermedades autoinmunitarias,
trastornos cerebrovasculares y similares. Ejemplos de enfermedades autoinmunitarias incluyen enfermedad autoin-
munitaria celular, reumatismo, esclerosis multiple, enfermedad autoinmunitaria del sistema nervioso (sindrome de
Guillain-Barré, enfermedad de neuro-Behget, etc.), anemia maligna, diabetes tipo | (insulino-dependiente), lupus eri-
tematoso sistémico (SLE), enfermedad inflamatoria del intestino (IBD), sindrome de Sjogren, dermatitis atépica, sin-
drome de Goodpasture, enfermedad de Graves, anemia hemolitica autoinmunitaria, purpura trombocitopénica auto-
inmunitaria, glomerulonefritis, miastenia grave, enfermedad de Hashimoto y similares. Como trastorno cerebrovascu-
lar se pueden mencionar infarto cerebral, hemorragia cerebral, hemorragia subaracnoidea y similares. En particular,
la composicion farmacéutica de la presente invencidon se usa preferiblemente para la profilaxis o el tratamiento de
enfermedades autoinmunitarias, particularmente se usa preferiblemente para la profilaxis o el tratamiento de la es-
clerosis multiple.

La composicion farmacéutica de la presente invencion se puede formular mezclando una sustancia inhibidora de la
RGM como ingrediente activo y un vehiculo farmacéuticamente aceptable o un aditivo segun sea apropiado. Especi-
ficamente, se puede formular en preparaciones orales, tales como comprimido, comprimido recubierto, pildora, pol-
vo, granulo, capsula, liquido, suspension, emulsion y similares; o preparaciones parenterales, tales como inyeccion,
infusién, supositorio, pomada, parche y similares. Las relaciones de mezcla entre el vehiculo y el aditivo se pueden
ajustar apropiadamente basandose en los intervalos adoptados generalmente en el campo de los productos farma-
céuticos. Aunque el vehiculo y el aditivo que se puede mezclar no estan particularmente limitados, por ejemplo, se
pueden mencionar diversos vehiculos, tales como agua, solucién salina y otros disolventes acuosos, base acuosa u
oleosa y similares; y diversos aditivos, tales como excipiente, aglutinante, agente de ajuste del pH, disgregante,
promotor de la absorcion, lubricante, colorante, modificador, aromatizante y similares.

Cuando la sustancia inhibidora de la RGM es un anticuerpo neutralizante anti-RGM, se administra preferiblemente
como una inyeccion o infusion formulada junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable por via de administra-
cion parenteral, por ejemplo, por via intravenosa, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, subcutanea o topica.
Una inyeccion o infusidon que contiene un anticuerpo neutralizantes anti-RGM se pueden utilizar como solucion, sus-
pensién o emulsion. Como disolvente por lo tanto se puede utilizar, por ejemplo, agua destilada para inyeccion, solu-
cion salina, solucion de glucosa y solucion isotdnica (por ejemplo, soluciones de cloruro de sodio, cloruro de potasio,
glicerol, manitol, sorbitol, acido bérico, bérax, propilenglicol y similares) y similares. Dichas inyeccion e infusion pue-
den contener agente estabilizante, agente solubilizante, agente de puesta en suspension, emulsionante, relajante,
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tampon, conservante, antiséptico, agente de ajuste del pH y similares. Como agente estabilizante, se pueden usar
albumina, globulina, gelatina, manitol, glucosa, dextrano, etilenglicol, propilenglicol, acido ascérbico, bisulfito de so-
dio, tiosulfato de sodio, EDTA sddico, citrato de sodio, dibutilhidroxitolueno y similares. Como agente solubilizante,
se puede usar alcohol (por ejemplo, etanol, etc.), polialcohol (por ejemplo, propilenglicol, polietilenglicol, etc.), ten-
sioactivo no ionico (por ejemplo, polisorbato 80 (marca registrada), HCO-50, etc.) y similares. Como agente de pues-
ta en suspension, se pueden usar monoestearato de glicerol, monoestearato de aluminio, metilcelulosa, carboxime-
tilcelulosa, hidroximetilcelulosa, laurilsulfato de sodio y similares. Como agente emulsionante, se pueden usar goma
arabiga, alginato de sodio, goma de tragacanto y similares. Como agente relajante, se pueden usar alcohol bencilico,
clorobutanol, sorbitol y similares. Como agente tampodn, se pueden usar tampén de fosfato, tampoén de acetato, tam-
pon de borato, tampdn de carbonato, tampon de citrato, tampon Tris y similares. Como agente conservante, se pue-
den usar p-hidroxibenzoato de metilo, parahidroxibenzoato de etilo, p-hidroxibenzoato de propilo, p-hidroxibenzoato
de butilo, clorobutanol, alcohol bencilico, cloruro de benzalconio, deshidroacetato de sodio, edetato de sodio, acido
boérico, borax y similares. Como agente antiséptico, se pueden usar cloruro de benzalconio, acido p-oxibenzoico,
clorobutanol y similares. Como agente de ajuste del pH, se pueden usar acido clorhidrico, hidréxido sédico, acido
fosforico, acido acético y similares.

Cuando la sustancia inhibidora de la RGM es un acido nucleico (siRNA, shRNA, oligonucleétido antisentido y simila-
res), se puede administrar en forma de un vector no viral o un vector viral. Cuando tiene una forma de vector no viral,
se puede utilizar un método que usa un liposoma para introducir una molécula de acido nucleico (método de liposo-
mas, método de HVJ-liposomas, método de liposomas catidnico, método de lipofeccion, método de lipofectamina y
similares), un método de microinyeccion, un método de transferir una molécula de acido nucleico a una célula junto
con un vehiculo (particulas de metal) por una pistola génica y similares. Cuando siRNA o shRNA se administra al
cuerpo utilizando un vector viral, se puede usar un vector viral tal como adenovirus recombinante, retrovirus y simila-
res. Un gen puede ser introducido en una célula o tejido por introduccion de un siRNA o shRNA que expresa DNA en
un virus de DNA o virus de RNA, tales como retrovirus destoxificado, adenovirus, virus adeno-asociado, virus her-
pes, virus de la viruela vacuna, poxvirus, virus de la poliomielitis, virus Sindbis, virus hemaglutinante de Japén, SV40
y similares, para permitir la infeccién de la célula o tejido con el virus recombinante.

Administrando una cantidad eficaz de la preparacion asi obtenida a, por ejemplo, seres humanos y otros mamiferos
(por ejemplo, rata, raton, conejo, oveja, cerdos, ganado bovino, gato, perro, mono y similares), se puede prevenir o
tratar una enfermedad causada por activacion de linfocitos T. La dosis se determina apropiadamente teniendo en
cuenta el objeto, la gravedad de la enfermedad, la edad, el peso, el sexo y el historial médico del paciente, la clase
de ingredientes activos y similares. Por ejemplo, cuando el ingrediente activo es un anticuerpo neutralizante anti-
RGM, se prefiere alrededor de 0,02 mg - 4000 mg al dia y es mas preferible aproximadamente 0,1 mg - 200 mg al
dia, para un ser humano normal, con un peso de aproximadamente 65 - 70 kg como diana. La dosis diaria total pue-
de ser una dosis Unica o dosis divididas.

[Método de cribado]

El método de cribado de la presente invencion puede ser cualquiera siempre que comprenda una etapa de puesta
en contacto de una sustancia de ensayo con la RGM, una etapa de medicion del nivel de actividad de la RGM en
contacto con la sustancia de ensayo, una etapa de comparacioén del nivel de actividad medida con el de la RGM en
contacto con la sustancia de ensayo y una etapa de seleccion de una sustancia de ensayo que reduce el nivel de
actividad de la RGM. Una sustancia inhibidora de la activacion de linfocitos T se puede cribar conveniente y eficaz-
mente por el método de cribado de la presente invencion.

Una sustancia de ensayo se puede poner en contacto con la RGM, por ejemplo, afiadiendo la sustancia de ensayo a
una soluciéon de RGM para permitir su disolucién o puesta en suspension. Como RGM, se puede usar una RGM re-
combinante comercialmente disponible o una RGM recombinante propia preparada de acuerdo con un método con-
vencional. El tiempo de contacto y la temperatura de contacto no estan particularmente limitados y se pueden deter-
minar apropiadamente. Ademas, se ajusta preferiblemente un grupo de control sin contacto con la sustancia de en-
sayo. El nivel de actividad de la RGM se puede medir como un indice basandose la actividad de unién de la RGM al
receptor de RGM (véase el Ejemplo 1 (1-2)), la actividad inductora de la activacion de Rap1 (véase el Ejemplo 1 (1-
3)), la mejor actividad en la adhesion de linfocitos T a ICAM (véase el Ejemplo 1 (1-4)) y similares.

Por comparacién del nivel de actividad medida con el de RGM que no ha estado en contacto con la sustancia de
ensayo, se puede juzgar si la sustancia de ensayo es una sustancia inhibidora de la activacion de linfocitos T. Cuan-
do el nivel de actividad de la RGM en contacto con una sustancia de ensayo es menor que el de la RGM que no ha
estado en contacto con la sustancia de ensayo, se interpreta que la sustancia de ensayo es una sustancia inhibidora
de la activacion de linfocitos T y se selecciona. Preferiblemente, cuando el nivel de actividad de la RGM en contacto
con una sustancia de ensayo no es mayor del 50%, mas preferiblemente no mayor del 25%, se interpreta que la
sustancia de ensayo es una sustancia inhibidora de la activacion de linfocitos T. Una sustancia inhibidora de la acti-
vacion de linfocitos T obtenible por el método de cribado de la presente invencién es util como sustancia candidata
de un ingrediente activo de un farmaco profilactico o terapéutico para una enfermedad causada por la activacion de
linfocitos T, tal como una enfermedad autoinmunitaria y similar. En particular, es extremadamente util como sustan-
cia candidata de un ingrediente activo de un farmaco profilactico o terapéutico para la esclerosis muiltiple.
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Ejemplos

La presente invencion se explica en detalle a continuacion con referencia a los ejemplos, que no deben interpretarse
como limitativos.

[Ejemplo 1: Expresion de la RGMa y el receptor de la RGMa en un inmunocito]
(1-1) Expresion de la RGMa en las células dendriticas derivadas de la médula ésea (BMDC)

De acuerdo con el método de Lutz et al., (Lutz, M. B., et al. J. Immunol. Methods 223, 77-92 (1999)), se recogieron
células de médula 6sea de ratones C57BL/6 (de 8 a 10 semanas de edad) y se cultivaron en un medio que contenia
GM-CSF (20 ng/mL, Sigma-Aldrich) para obtener BMDC. Para el experimento, se utilizaron las BMDC el dia 6 des-
de el comienzo del cultivo.

La expresion de mRNA de RGMa en las BMDC se midié por PCR cuantitativa en tiempo real. Concretamente, se
afadié LPS (Sigma-Aldrich) a las BMDC en 0, 0,01, 0,1 o 1 yg/mL en el dia seis desde el comienzo del cultivo, las
BMDC se cultivaron durante 24 horas y se recogieron las BMDC activadas. Se extrajo el RNA total de las BMDC
usando el kit RNeasy (QUIAGEN) y se obtuvo cDNA usando una transcriptasa inversa (GE Healthcare). Utilizando
como molde el cDNA obtenido, se realizé6 una PCR TagMan en tiempo real (ABI Prism 7500 Sequence Detection
System) de acuerdo con el protocolo del fabricante, y se analiz6 cuantitativamente la expresion del mRNA de la
RGMa. Los cebadores y las sondas especificos fueron adquiridos a Applied Biosystems.

Ademas, la expresion de la RGMa en las BMDC se detectd por transferencia de Western. Concretamente, las BMDC
(2 x 10° células) a las 24 horas desde la adicion de LPS se disolvieron en 2 x tampon de muestra (Tris-HCI 250 mM,
4% de SDS, 20% de glicerol, 0,02% azul de bromofenol y 10% de B-mercaptoetanol), se llevé a ebullicion durante 5
minutos, y una cantidad igual de cada muestra se sometié a SDS-PAGE al 15% en condiciones reductoras. Después
de la electroforesis, la proteina se transfiri6 a una membrana de PVDF (Immobilon-P, Millipore). Después de blo-
quear con PBS que contenia 5% de leche desnatada y 0,05% de Tween 20, la proteina se hizo reaccionar con un
anticuerpo anti-RGMa (anticuerpo producido por los autores de la presente invencion, véase el documento no paten-
te 3), y se detectdé usando un sistema de luminiscencia quimica ECL (GE Healthcare) y un anticuerpo secundario
marcado con peroxidasa de rabano silvestre (HRP) (Cell Signaling Technology). La banda proteinica se cuantifico
utilizando el programa Scion Image.

Los resultados de la PCR en tiempo real se muestran en la Fig. 1 y los resultados de la transferencia de Western se
muestran en la Fig. 2. Como se deduce de la Fig. 1, la expresion del mMRNA de RGMa en las BMDC fue potenciada
por la estimulacion con LPS. Ademas, como se deduce de la Fig. 2, existian bandas de 35 kDa y 50 kDa que mues-
tran la union del anticuerpo anti-RGMa, y una cantidad en la célula aumentada por estimulacion con LPS. La banda
de 50 kDa corresponde a la longitud completa de RGMa y la banda de 35 kDa es un fragmento del extremo C de la
RGMa y se supone que es una forma madura de la RGMa (Mueller, B.K., Yamashita, T., Schaffar, G. & Mueller, R.
Philos. Trans. R. Soc. Lond. B Biol. Sci. 361, 1513-1529 (2006)). Estos resultados han aclarado que la expresion de
la RGMa es inducida en las BMDC activadas.

(1-2) Expresién del receptor de RGMa en linfocitos T CD4" y macréfagos CD11b*

Se aisl6 el bazo de un raton C57BL/6 (de 8 a 10 semanas de edad), se colocé rapidamente en un medio RPMI1640
(Invitrogen), se prensd suavemente y se realizé un tratamiento para eliminar los eritrocitos con un tampoén de lisis
ACK (Lonza Walkersville) obteniéndose una suspension celular. Después de lavar tres veces con RPMI1640, la sus-
pension celular se filtré por un filtro de células de 70 um obteniéndose una suspensién celular de un solo esplenoci-
to. A esta suspension se afiadieron diversas concentraciones de un fragmento del extremo C de la RGMa humana
(en lo sucesivo denominado "RGMa-Fc") y la suspension se incubd durante 30 minutos. Después de lavado, se
realizé una inmunotincién utilizando el anticuerpo anti-CD11b marcado con PE o el anticuerpo anti-CD4 marcado con
APC, y el anticuerpo RGMa-Fc anti-humano marcado con FITC (BD Biosciences) en combinacion, y la unién de las
células y el RGMa-Fc humano se midi6 por analisis de citometria de flujo. Para el analisis por citometria de flujo, se
utilizaron FACSCalibur (BD Biosciences) y el programa informatico CellQuest (BD Biosciences).

Los resultados se muestran en la Fig. 3. Como se deduce de la Fig. 3, tanto los linfocitos T CD4" derivados del bazo
como los macréfagos CD11b* se unieron a RGMa-Fc humano de manera dependiente de la concentracién. El resul-
tado ha aclarado que estas células expresan un receptor de RGMa.

(1-3) Estudio de la activacién de Rap1 en linfocitos T CD4" y macréfagos CD11b*

Se investigé la transduccién de sefiales mediada posiblemente por RGMa unida a linfocitos T CD4" y a macréfagos
CD11b". Se sabe que, en los linfocitos T, el ligamiento al TCR induce la activacién temporal de Rap1 y la acumula-
cion de Rap1-GTP en una superficie de contacto de los linfocitos T con la célula presentadora de antigenos, que
regula la sefial mediada por LFA-1 (integrina): ICAM-1 (ligando de integrina) (Katagiri, K. et al., Mol. Cell Biol. 20,
1956-69 (2000), Katagiri, K., Hattori, M., Minato, N. & Kinashi, T. Mol. Cell Biol. 22, 1001-1015 (2002)). Por tanto, se
evalué la implicacién de la RGMa en la activacién de Rap1 en linfocitos T CD4" y macréfagos CD11b”.
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Los linfocitos T CD4" y los macréfagos CD11b" se aislaron por clasificacién positiva, utilizando respectivamente per-
las magnéticas con anti-CD4 y perlas magnéticas con anti-CD11b (Miltenyi Biotec) de la suspensioén celular de un
solo esplenocito preparada en el ejemplo (1-2) antes mencionado y se midi6 la forma activa de Rap1. Para la medi-
cion de la forma activa de Rap1, se utilizé un kit de ensayo de activacion de Rap1 (Upstate Biotech) y se utilizaron
como control esplenocitos antes del aislamiento de los linfocitos T CD4" y los macréfagos CD11b". Para ser especi-
ficos, se afiadié a cada suspension celular 2 yg/mL de RGMa de ratén recombinante (R&D Systems), la mezcla se
trato durante 5 minutos y se lisaron en tampon de lisis de Mg®* (que contenia HEPES 25 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM,
1% de Igepal CA-630, MgCl> 10 mM, EDTA 1 mM, 2% de glicerol, ortovanadato de sodio 2 mM, fluoruro de etilsulfo-
nilo 1 mM y cécteles de inhibidores de la proteasa (Roche Diagnostics)). El lisado celular se utilizé para la medicion
de la Rap1 total. Agarosa unida a RalGDS y el lisado celular se hicieron reaccionar a 4°C durante 30 minutos para
precipitar la forma activa de Rap1 unida a un dominio de unién a Ra1. Las perlas se lavaron con tampén de lisis de
MgZ+, se volvieron a poner en suspension en 2 x tampon de muestra y se sometieron a transferencia de Western.
Para la transferencia de Western, se utilizé anticuerpo anti-Rap1 unido al kit y se siguieron procedimientos similares
a los del ejemplo (1-1) antes mencionado. La banda se cuantificé utilizando el programa Scion Image y se calcul6 el
nivel relativo de activacion de Rap1.

En la Fig. 4 (A) se muestran los resultados de la transferencia de Western y en la Fig. 4 (B) se muestra un grafico
que muestra la actividad relativa de Rap1. En la Fig. 4 (B) se muestra el grafico de los valores medios de la actividad
relativa y el error tipico de 3 o 4 experimentos independientes, y "*" significa p <0,05 en la prueba t de Student. Co-
mo se deduce de la Fig. 4 (A), la forma activa de Rap1 (Rap1 desplegada en la figura) aumenté en todas las células
por el tratamiento con la RGMa de ratéon. Como se muestra en la Fig. 4 (B), se ha aclarado que la estimulacion por
RGMa durante 5 minutos activa significativamente Rap1 en esplenocitos, linfocitos T CD4" y macréfagos CD11b".
Estos resultados sugieren la posibilidad de que RGMa se exprese en células dendriticas activando la Rap1 intracelu-
lar via el receptor de RGMa en la superficie de linfocitos T CD4" y macréfagos CD11b".

(1-4) Ensayo de unién a linfocitos

La adhesion mediada por integrina desempefia un papel central en el trafico y la activacion de los linfocitos T. Ade-
mas, la adhesion inducida por TCR requiere la activacion de Rap1 (Katagiri, K. et al. Mol. Cell Biol. 20, 1956-69
(2000), Reedquist, K.A. et al. J. Cell Biol. 148, 1151-1158 (2000), Suga, K. et al. FEBS Lett. 489, 249-253 (2001)).
Para confirmar si Rap1 en forma activa o no activa inducida por RGMa esta implicada en la actividad de adhesion,
se realizé un ensayo de unioén a linfocitos.

La adhesion celular se evalué de acuerdo con el método descrito en las referencias de la técnica anterior (Sebzda,
E., Bracke, M., Tugal, T., Hogg, N. & Cantrell, D.A. Nat. Immunol. 3, 251-258 (2002), Duchniewicz, M. et al. Mol. Cell
Biol. 26, 643-653 (2006)). Concretamente, se afiadieron 2 pg/mL de ICAM-1/Fc recombinante de raton (R&D Sys-
tems) o 4 ug/mL de fibronectina (Sigma-Aldrich) a una placa plana de 96 pocillos (NUNC, MaxiSorp) y se dejaron en
reposo a 4°C durante una noche para pre-revestimiento. La placa se lavé con PBS y se bloqued con RPMI1640 (In-
vitrogen) que contenia 2% de BSA a 37°C durante 1 hora para evitar la uniéon no especifica. La placa revestida con
ICAM-1/Fc se utilizé para la evaluacion de linfocitos T CD4", y la placa revestida con fibronectina se utilizé para la
evaluacion de los esplenocitos.

Se marcaron esplenocitos o linfocitos T CD4" recién preparados con 2,5 pM de BCECF-AM éster acetoximetilico de
(2'7’-bis-(2-carboxietil)-5- (y -6)-carboxifluoresceina, Calbiochem) a 37°C durante 30 minutos y después se lavaron
con RPMI1640 que contenia 0,5% de BSA. A la placa pre-revestida se afiadieron 5 x 10° células, y se incubaron en
RPMI1640 que contenia 0, 5% de BSA que a su vez contenia o no contenia 2 yg/mL de RGMa recombinante a 37°C
durante 1 hora. Las células que no se adhirieron se retiraron lavando tres veces con RPMI1640 caliente que conte-
nia 0,5% de BSA. La adhesién se cuantifico usando Spectra MAX (Molecular Devices) a una longitud de onda de
excitacion de 485 nm y una longitud de onda de fluorescencia de 538 nm. La relacion de adhesién se muestra en
porcentaje del numero total de células sembradas en un pocillo.

Los resultados para los esplenocitos se muestran en la Fig. 5 (A) y los resultados para los linfocitos T CD4" se mues-
tran en la Fig. 5 (B). El grafico de la relacion de adhesion muestra el valor medio y el error tipico de tres experimen-
tos independientes, y “*” y “**” muestran p <0, 05 y p <0,01, respectivamente, en la prueba t de Student. Como se
deduce de la Fig. 5 (A), los esplenocitos estimulados con RGMa muestran significativamente mayor relacion de ad-
hesién a la fibronectina en comparacién con los esplenocitos libres de estimulaciéon por RGMa. Similarmente, como
se deduce de la Fig. 5 (B), los linfocitos T CD4" estimulados con RGMa muestran significativamente mayor relacion
de adhesién a ICAM-1 en comparacién con los linfocitos T CD4" libres de estimulacién por RGMa. Estos resultados
han aclarado que la activacion de Rap1 por RGMa aumenta la actividad de adhesion de esplenocitos y linfocitos T
CD4™.

[Ejemplo 2: Estudio del efecto del anticuerpo neutralizante anti-RGMa en raton modelo con esclerosis multiple]
(2-1) Produccién del ratén modelo con esclerosis multiple

Como modelo animal ampliamente aceptado como modelo experimental de caracteristicas clinicas y patolégicas de
esclerosis multiple, se uso6 un ratén con encefalomielitis autoinmunitaria experimental (en lo sucesivo denominada
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"EAE") inducida con glicoproteina oligodendrocitica mielinica (en lo sucesivo denominada "MOG"). Especificamente,
la EAE fue inducida por administracion por via subcutanea de una emulsion (200 uL) de 100 pL de PBS que conte-
nia el péptido (MOG)zs.s5 (MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK (SEQ ID NO: 5), Greiner Bio-one, 100 ug) y 100 pL de
adyuvante completo de Freund que contenia bacilos de la tuberculosis muertos (H37Ra, Difco, 500 pg) en un costa-
do de raton C57BL/6 (de 8 a 10 semana de edad). Ademas, se administraron por via intravenosa 200 ng de toxina
de la tosferina (List Biological Laboratories) después de la administracion de MOG y 48 horas después.

(2-2) Observacion de los sintomas clinicos causados por la administracion del anticuerpo neutralizante anti-RGMa a
un ratén modelo con esclerosis multiple

Los dias 7 y 10 después de la administracion de MOG, se administré por via intraperitoneal un anticuerpo neutrali-
zante anti-RGMa producido por los autores de la presente invencion (véase el documento no patente 3) o un anti-
cuerpo de control (IgG de conejo, Sigma-Aldrich) (400 ug de cada uno). El grupo al que se habia administrado anti-
cuerpo neutralizante anti-RGMa consistia en 9 ratones con EAE, y el grupo al que se habia administrado el anticuer-
po de control consistia en 11 ratones con EAE. Los grupos se observaron desde la administracion de MOG (dia 0)
hasta el dia 21, y se evaluaron los sintomas clinicos de EAE basandose en los siguientes criterios.

0 : sin anomalia

0,5 : pérdida de tension de la cola

1 : pérdida de reflejo de la cola
2 : pérdida de reflejo de la cola, disminucion del reflejo de enderezamiento, percepcion anémala de una pata
3 : percepcidon anémala y paralisis de una pata

3.5 : pardlisis de las dos patas traseras
4 : pardlisis de las patas delanteras y las patas traseras
5 : agonizante, muerto

Después de terminada la observacion, se sacrificaron los ratones, se les aislo la médula espinal, se fijé con parafor-
maldehido y se prepararon rodajas incrustadas en parafina que se sometieron a una evaluacion histoldgica. Los tro-
zos se tifieron con hematoxilina-eosina (HE) y se evalud la inflamacién. Desde la médula espinal cervical hasta la
médula espinal toracica, se observaron 20-30 rebanadas por ratén, y se evalué histolégicamente en un ensayo ciego
la inflamacion semicuantitativa (indice de inflamacion) basandose en los siguientes criterios. Se evaluaron cinco ra-
tones del grupo al que se habia administrado anticuerpo neutralizante anti-RGMa y 6 ratones del grupo al que se
habia administrado el anticuerpo de control.

0 : sin inflamacion

1 : infiltracion celular solamente alrededor de los vasos sanguineos y meninges
2 : leve infiltracién celular del parénquima de la médula ésea

3 : moderada infiltracion celular del parénquima de la médula 6sea

4 : acusada infiltracién celular del parénquima de la médula ésea

En la Fig. 6 se muestran los cambios en la puntuacion de la EAE durante el periodo de observacion. Las puntuacio-
nes de la EAE se muestran como valores medios y los errores tipicos. Como se deduce de la Fig. 6, las puntuacio-
nes de la EAE del grupo al que se habia administrado el anticuerpo neutralizantes anti-RGMa eran notablemente
bajas en comparacion con las del grupo al que se habia administrado el anticuerpo de control desde el dia 14. Aun-
que no se muestra en la Figura, los resultados de la prueba t de Student revelan unas diferencias estadisticamente
significativas de p<0,05 el dia 14 y p<0,01 desde el dia 15 entre ambos grupos.

En la Fig. 7 (A) se muestra la relacion de las expresiones de los sintomas clinicos de EAE de cada grupo, en la Fig.
7 (B) se muestra la fecha media de comienzo de la EAE de cada grupo, y en la Fig. 7 (C) se muestra el valor maximo
medio de la puntuacion de cada ratén en cada grupo y en la Fig. 7 (D) se muestra la puntuacién acumulativa media
de cada raton en cada grupo. En las figuras, “n. s.” significa que no hay diferencia significativa en la prueba t de Stu-
denty “” y “**” significa p<0,05 y p<0,01, respectivamente, en la prueba t de Student. Como se deduce de la Fig. 7
(A), mientras todos los casos (100%) del grupo al que se habia administrado el anticuerpo de control expresaron el
sintoma clinico de la EAE, el 44% los ratones del grupo al que se habia administrado el anticuerpo neutralizante anti-
RGMa no expreso ningun sintoma clinico de la EAE. Como se deduce de la Fig. 7 (B), las fechas de comienzo de
ambos grupos no fueron diferentes, lo que demuestra que la administracién de anticuerpo neutralizante anti-RGMa
no retrasa el comienzo de la EAE. Por otro lado, como se deduce de las Figs. 7(C) y (D), tanto la puntuacion maxi-
ma media como la puntuacidon acumulativa media fueron significativamente inferiores en el grupo al que se habia
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administrado el anticuerpo neutralizante anti-RGMa a las del grupo al que se habia administrado el anticuerpo de
control. Estos resultados muestran que la administracion de anticuerpo neutralizante anti-RGMa es eficaz para la
supresion de la expresion de los sintomas de la EAE y la supresion de su progreso.

Las muestras histologicas tefiidas con HE de la médula espinal cervical se muestran en la Fig. 8, en la que (a) y (b)
son muestras histolégicas tefiidas con HE del grupo al que se habia administrado el anticuerpo de control, (c) y (d)
son muestras histoldgicas tefidas con HE del grupo al que se habia administrado anticuerpo neutralizante anti-
RGMa y la barra de la escala representa 250 pm. Como se deduce de las Figs. 8 (a) y (b), estan ampliamente pre-
sentes células mononucleares inflamatorias y las lesiones inflamatorias estan muy extendidas en la médula 6sea del
grupo al que se habia administrado el anticuerpo de control. Por otro lado, como es evidente de (c) y (d), el nimero
de células mononucleares inflamatorias es notablemente pequefio en la médula 6sea del grupo al que se habia ad-
ministrado el anticuerpo neutralizante anti-RGMa, lo que indica que se ha reducido la lesion inflamacion.

En la Fig. 9 se muestran los resultados de la evaluacion del indice de inflamacion, en donde “*” muestra p<0,05 en
la prueba t de Student. Como se deduce de la Fig. 9, el indice de inflamacién del grupo al que se habia administra-
do el anticuerpo neutralizante anti-RGMa mostré un valor significativamente bajo en comparacion con el grupo al que
se habia administrado el anticuerpo de control. Como se ha mostrado antes, los resultados del experimento utilizan-
do ratones modelo con esclerosis multiple han aclarado que la administracién del anticuerpo neutralizante anti-
RGMa reduce tanto los sintomas clinicos como la lesién histoldgica en la EAE.

[Ejemplo 3: Estudio de la activacion de linfocitos T en esplenocitos de ratén modelo con esclerosis mdltiple al que se
ha administrado anticuerpo neutralizante anti-RGMa]

El dia 21 después de la administracion de MOG, se aisld el bazo del ratdbn modelo con esclerosis multiple (ratén con
EAE) del Ejemplo 2 después de finalizar la observacion de los sintomas clinicos. Se aislaron esplenocitos, se sem-
braron en una placa de 96 pocillos a 5 x 10° células/pocillo y se cultivaron durante 3 dias para analizar la prolifera-
cion celular. Como medio, se utilizé medio RPMI1640 que contenia glutamina, piruvato de sodio, penicilina, estrep-
tomicina, 2-ME y 10% de FBS inactivado por calor. Para la re-estimulacion de linfocitos T CD4" se afadieron cuando
comenzo el cultivo 20 pg/mL de péptido MOG o 5 ug/mL de anticuerpo monoclonal anti-CD3 (2C11, BD Bioscien-
ces). De acuerdo con el método de Kubo et al., (Kubo, T., etal. J. Immunol. 173, 7249-7258 (2. 004)), se evalud la
absorcién de [3H]timidina durante 18 horas antes de la finalizacién del cultivo.

Para la medicion de las cantidades de produccion de IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-17, los esplenocitos antes mencionados
se sembraron en una placa de 24 pocillos a 2 x 10° células/pocillo, y se cultivaron en presencia o ausencia de 20
pg/mL de péptido MOG o 5 pug/mL de anticuerpo monoclonal anti-CD3. Se utilizé el liquido sobrenadante del cultivo a
las 24 horas del comienzo del cultivo para la medicion de IL-2 y se utilizé el liquido sobrenadante de cultivo a las 72
horas desde el comienzo del cultivo para la medicién de las otras citoquinas. La medicion de las citoquinas se realizé
utilizando un kit ELISA (Invitrogen) y de acuerdo con sus instrucciones.

Los resultados se muestran en la Fig. 10, en la que (a) muestra los resultados de la medicion de la proliferacion celu-
lar, (b) muestra los resultados de la medicién de IL-2, (c) muestra los resultados de la medicion de IFN-y y (d) mues-
tra los resultados de la medicion de IL-17. Cada grafico muestra el valor medio y el error tipico (n = 6 en el grupo al
que se le habia administrado el anticuerpo de control, n = 5 en el grupo al que se habia administrado el anticuerpo
neutralizante anti-RGMa), y “*” y “**” muestran p<0,05 y p<0,01, respectivamente, en la prueba t de Student. Como
se deduce de la Fig. 10 (a), la proliferacion celular de los esplenocitos obtenidos del ratén del grupo al que se habia
administrado anticuerpo neutralizante anti-RGMa era significativamente menor que la de los esplenocitos obtenidos
a partir del ratén del grupo al que se habia administrado el anticuerpo de control, tanto en los casos de estimulacion
especifica del antigeno por péptido MOG como de estimulacién no especifica por anticuerpo monoclonal anti-CD3.
Ademas, como se deduce de las Figs. 10 (b), (c) y (d), las cantidades de IL-2, IFN-y e IL-17 secretadas por los es-
plenocitos obtenidos del raton del grupo al que se habia administrado el anticuerpo neutralizante anti-RGMa era sig-
nificativamente menor que las de los esplenocitos obtenidos del ratén del grupo al que se habia administrado anti-
cuerpo de control, tanto en los casos de la estimulacion especifica de antigeno por el péptido MOG como en los de
la estimulacién no especifica por anticuerpo monoclonal anti-CD3. Aunque los datos no se muestran, la cantidad de
secrecion de IL-4 no se vio influenciada por la administracion de anticuerpos neutralizantes anti-RGMa. Estos resul-
tados han aclarado que la administracion de anticuerpo neutralizante anti-RGMa a ratén con EAE atenua notable-
mente las activaciones de linfocitos T especificas de antigeno y no especificas en raton con EAE.

[Ejemplo 4: Estudio del efecto del anticuerpo neutralizante anti-RGMa en ratdn modelo con esclerosis multiple recu-
rrente]

(4-1) Preparacion del raton modelo con esclerosis multiple recurrente

En lugar de MOG, se administré proteina proteolipidica mielinica (en lo sucesivo denominada “PLP”) a raton SJL/J
para preparar un ratéon modelo con EAE recurrente. Especificamente, la EAE recurrente se indujo administrando por
via subcutanea una emulsién (200 pL) de 100 yL de PBS que contenia péptido (PLP)139-15s1 (HSLGKWLGHPDKF
(SEQ ID NO: 6), Greiner Bio-one, 100 pg) y 100 uL de adyuvante completo de Freund que contenia bacilos de la
tuberculosis muertos (H37Ra, Difco, 500 ug) al costado de un ratén SJL/J (8 a 10 semanas de edad). Ademas, se
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administraron por via intravenosa 200 ng de toxina de la tosferina (List Biological Laboratories) después de la admi-
nistracion de PLP y 48 horas después.

(4-2) Observacion de sintomas clinicos por administracion de anticuerpo neutralizante anti-RGMa a raton modelo
con esclerosis multiple recurrente

Un anticuerpo neutralizante anti-RGMa producido por los autores de la presente invencion (véase el documento no
patente 3) o un anticuerpo de control (IgG de conejo, Sigma-Aldrich) se administré intraperitonealmente 400 ug de
cada uno los dias 25 y 28 después de la administracion de PLP. El grupo al que se habia administrado el anticuerpo
neutralizante anti-RGMa consistia en 9 ratones con EAE, y el grupo al que se habia administrado el anticuerpo de
control consistia en 11 ratones con EAE. Los sintomas clinicos de EAE fueron observados desde la administracion
de PLP (dia 0) hasta el dia 45, y se evaluaron basandose en los criterios descritos en el Ejemplo 2 antes menciona-
do.

Los cambios en la puntuacion de EAE durante el periodo de observacion se muestran en la Fig. 11. La puntuacion
de EAE se muestra como valor medio y error tipico, en donde “*” muestra p<0,05 en la prueba t de Student. Como
se deduce de la Fig. 11, la puntuacion de EAE del grupo al que se habia administrado el anticuerpo neutralizante
anti-RGMa después de la administracion del anticuerpo fue notablemente menor que la del grupo al que se habia
administrado el anticuerpo de control. Estos resultados han revelado que la administracién del anticuerpo neutrali-
zante anti-RGMa en la ultima etapa de la primera etapa de expresion de paralisis puede prevenir la recurrencia de
EAE.

[Ejemplo 5: Estudio del efecto de la expresion reducida del gen RGMa sobre los sintomas clinicos de la EAE en ra-
tones a los que se ha trasplantado BMDC estimuladas por MOG]

(5-1) Preparacion de las BMDC con expresion reducida del gen RGMa

Se adquirié y uso un siRNA (Stealth RNAi (nombre comercial), Invitrogen) de la RGMa de ratén que tenia las se-
cuencias de bases mostradas a continuacion. Ademas, se utilizé como siRNA de control, dsRNA no dirigido (Invitro-

gen).

Cadena con sentido: 5-AAAGAGGCCGCAGUGAGUGUAGUUG-3' (SEQ ID NO: 7)
Cadena antisentido: 5-CAACUACACUCACUGCGGCCUCUUU-3' (SEQ ID NO: 8).

Se utilizaron las BMDC el dia 7 después del comienzo del cultivo (véase el Ejemplo 1). Se pusieron en suspension 1
x 10° BMDC en 100 ML de una solucion para la introduccion de acidos nucleicos que contenian 500 pmol de siRNA
de RGMa de raton o siRNA de control. La muestra se transfirié a una cubeta y se introdujo siRNA en las células
usando Nucleofector (marca registrada) (Lonza) de acuerdo a la explicacion de manipulacion del fabricante. Des-
pués de la introduccion de siRNA, las células se cultivaron en medio RPMI1640 al que se habia afiadido glutamina,
piruvato de sodio, penicilina, estreptomicina, 2-ME y 10% de FBS inactivado por calor. La expresion de RGMa en las
BMDC introducidas con el siRNA de la RGMa de ratén disminuyd notablemente.

(5-2) Estimulacion por MOG vy trasplante a un raton

Las BMDC introducidas con el siRNA de la RGMa de ratén o el siRNA de control se afiadieron a 100 ug/mL de pép-
tido (MOG)ss.55 y se cultivaron durante 4 - 6 horas para permitir la estimulacion de antigenos. Las células viables (6 x
10°) después de la estimulacion se administraron por via intravenosa a un raton receptor (C57BL/6). A continuacion,
se administro por via subcutanea el adyuvante completo de Freund (200 pL) que contenia bacilos de la tuberculosis
muertos (H37Ra, Difco, 500 ug). 48 horas después, se administraron por via intravenosa 200 ng de toxina de la tos-
ferina (List Biological Laboratories).

(5-3) Observacion de los sintomas clinicos de EAE

Se observaron el grupo con siRNA de RGMa (5 ratones) y el grupo con siRNA de control (5 ratones) desde el tras-
plante de células (dia 0) hasta el dia 21 y se evaluaron los sintomas clinicos de la EAE basandose en los criterios
descritos en el Ejemplo 2 anterior.

Los cambios en las puntuaciones de EAE durante el periodo de observacion se muestran en la Fig. 12. Las puntua-
ciones de EAE se expresan en valores medios y los errores tipicos, en donde “*” y “**” muestran p<0,05 y Pp<0,01,
respectivamente, en la prueba t de Student. Como se deduce de la Fig. 12, la puntuacion de la EAE del grupo con
siRNA de la RGMa fue notablemente menor que la del grupo con siRNA de control. Los resultados han aclarado la
eficacia de siRNA de RGMa para la profilaxis o el tratamiento de esclerosis muiltiple.
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[Ejemplo 6: Estudio del efecto del anticuerpo neutralizante anti-RGMa sobre los sintomas clinicos de la EAE en rato-
nes a los que se ha trasplantado linfocitos T CD4" estimulados por MOG]

(6-1) Preparacion de linfocitos T CD4" de ratén donante

Se administraron por via intraperitoneal a un raton donante (C57BL/6) (dia -2 ) 400 ug de un anticuerpo neutralizante
anti-RGMa producido por los autores de la presente invencion (véase el documento no patente 3) o un anticuerpo de
control (IgG de conejo, Sigma-Aldrich). Dos dias mas tarde (dia 0) se administré por segunda vez el anticuerpo neu-
tralizante anti-RGMa o el anticuerpo de control, y luego se administrd por via subcutanea una emulsion (200 L) de
100 uL de PBS que contenia péptido (MOG)ss.s5 (100 pg) y 100 pyL de adyuvante completo de Freund que contenia
bacilos de la tuberculosis muertos (H37Ra, Difco, 500 pg). Cinco dias mas tarde (dia 5), se administré por tercera
vez el anticuerpo neutralizante anti-RGMa o el anticuerpo de control. El décimo (10°) dia de la administraciéon de
MOG, se sacrificd el ratén y se aislaron el bazo y los ganglios linfaticos de drenaje. Se aislaron las células y se pre-
paré una suspension celular. Para re-estimulacion de linfocitos T CD4", las células (1x10° células/mL) se cultivaron
durante 3 dias en un medio que contenia 40 ug/mL de péptido (MOG)3s.s5. Después de completado el cultivo, las
células se recogieron y los linfocitos T CD4" se separaron usando un kit de separacion de linfocitos T CD4" (Miltenyi
Biotec).

(6-2) Trasplante al ratdn receptor y observacion de los sintomas clinicos de la EAE

El ratén receptor (C57BL/6) se irradié con antelacion con una cantidad sub-letal de radiacion (500 Gy). Al ratén re-
ceptor se administraron por via intravenosa linfocitos T CD4" (células viables, 6 x 10°). Se observaron los ratones a
los que se habia trasplantado linfocitos T CD4" procedentes de un ratén donante al que se habia administrado un
anticuerpo neutralizante anti-RGMa (grupo con anticuerpo neutralizante anti-RGMa, 7 ratones) y los ratones a los
que se habia trasplantado linfocitos T CD4" procedentes de un ratén donante al que se habia administrado un anti-
cuerpo de control (grupo de anticuerpo de control, 7 ratones) desde el trasplante de células (dia 0) hasta el dia 21, y
se evaluaron los sintomas clinicos de la EAE basandose de los criterios descritos en el Ejemplo 2 anterior.

En la Fig. 13 se muestran los cambios en las puntuaciones de la EAE durante el periodo de observacion. Las pun-
tuaciones de la EAE se presentan como los valores medios y los errores tipicos, en donde “*” y “**” muestran p<0,05
y p <0,01, respectivamente, en la prueba t de Student. Como se deduce de la Fig. 13, la puntuacion de la EAE del
grupo con anticuerpos neutralizantes anti-RGMa era notablemente menor que la del grupo con anticuerpo de control.
Los resultados han aclarado que el efecto profilactico o terapéutico de un anticuerpo neutralizante anti-RGMa para la
esclerosis multiple se basa en la supresion de la activacion de los linfocitos T especificos de antigenos y la diferen-
ciacioén de los linfocitos T autorreactivos por el anticuerpo neutralizante anti-RGMa.

Los resultados anteriores han aclarado que la RGMa esta implicada en el comienzo de la EAE causado por respues-
tas inmunitarias potenciadas, tales como infiltracion de células mononucleares en la médula espinal y activacion de
los linfocitos T, por ejemplo, proliferacién de los linfocitos T, y produccién de las citoquinas relacionadas con la EAE,
IL-2, IL-17 e IFN-y. Por otra parte, muestran que un anticuerpo neutralizante anti-RGMa y siRNA de la RGMa inhiben
la activacion de linfocitos T y son eficaces para la profilaxis o el tratamiento de la esclerosis multiple.

La presente invencion no se limita a las realizaciones y ejemplos respectivos antes mencionados, y se puede modifi-
car de varias maneras dentro del alcance definido por las reivindicaciones. Por lo tanto, las realizaciones obtenidas
combinando apropiadamente los medios técnicos descritos respectivamente en diferentes realizaciones estan tam-
bién incluidas en el alcance técnico de la presente invencion. Ademas, todos los documentos académicos y docu-
mentos de patentes descritos en la presente memoria descriptiva se citan como referencia en la presente memoria.

Aplicabilidad Industrial

La presente invencion tiene un valor de utilidad extremadamente alto en la industria de productos farmacéuticos.
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Ala Arg

Phe Pro

Glu Asp

Asp Val
© 370

_Met Leu
385

Asp Leu

Leu Leu

<210>3

Ser

Ile’

Arg

Tyr

Leu
355

Asn

His

Pro

Gly

<211> 1296
<212> DNA
<213> Rattus norvegicus

<400> 3

atégggagag gggcaggacg ttcagccctg ggattgtgge ‘cgaccctege cttecttete
tgéagctttc ccgcagetat ctctecctge aagatcctca agtgcaacte tgagttetgg

égcgcqacgt cgtcaggeag  ccacgecccct gectctgacg acgtgeccga gttcetgtget

Gly
Thr
Gly
260
val
Gln

Asp

Leu

Glu
340
Tyt

Phe

Ser

Gly.

Ala
420

Ser
Glu
245
Thr

Arg

Gly

Phe

Ala

Lys
230
Lys
Thr
Met
Leu
Gln
310

Ala

325

Thr

QTyr

Thr

Asn

Arg

405

Leu

Ala

Gln

Leu-

Lys

390

Ala

Val

Asn

val

Ile

Pro

Tyr

295

Ala

Ala

val

Ala

Ala

375

Asp

Ala

Pro

Gly
Ser
val
Glu
280
Leu
Phe
Ser

Ala

Cys

360

Ala

Lys

Ala

Leu

ES 2 555060 T3

Gly

Gly

val

265

Glu

Cys

His

Pro

Lys

345

val

Tyr

Leu

Gly

Leu
425

Asp

Gln

250

Arg

val

Leu

Thr

‘Ala
330°

Cys
:p;;.;
Tyx
His

Leu
410

Ala

Lys

235

His

Gln

Val

Arg

Asn.
315 -

Pro

Lys

-Asp

Ala
Leu
395

Pro

Leu

His Giy

val Glu

Val Gly

Asn Ala

285
Gly Cys
300
Ala Glu

Thr Ala

G;u”Lys

Leu  Leu

365

Leu. Glu

380

Tyr Glu
Leu Ala

Leu Pro

16

Ala
Ile
Arg
270
Val
Pro
Gly

Pro

Leu

Asn
Gln
255
Tyr
Glu
Leu
Thr
Glu
335

Pro

350 ;

Thr

Asp

Pro

‘val

430

Thr

vVal.

Thr

Arg
415

Phe

Ser
240
Ala
Leu
Asp
hsn
Gly
320
Thr
vVal
Gly
Lys
Arg
400

Pro

Cys

60
120

180
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gcectgegea
gcttaccact
gatggcccca
cgctcagata
cccaactaca
tpccagacat
caggtcacca
atcatcttca
gagecttecgt
agcctgaaga
ggcaccacca
gaggaggtag
ggctgcccgé
cgcaggccag
gctgtggeca
ttecgacctec
gatggcaaga
‘ctgcctggcg

gtcacacttce

<210> 4
<211> 431
<212> PRT
<213> Rattus norvegicus

<400> 4

Met Gly
1

Arg

Ala Phe Leu

Leu Lys Cys

35

Ala Pro
50

Ala

Tyr Ala
65

Leu

cctacgccct
cggctgtcca
cctcacagce
gececcegagat
ctcactgegg
gtaaggtgca
atacacctgt
agaacttcca
ccgceetttge
tcacagagaa
tcgtggtgag
tcaacgccgt
tcaaccagca
cagctgccag
agtgcaaaga
tcacgactgg
tgctccactce
ctgtggccge

tggtcctget

Gly Ala Gly

Leu
20

Cys Ser

Asn Ser Glu

Ser Asp Asp

Cys Thr Arg

70

gtgcacgcga
tggcatagag
tcgagtgege
ctgccactat.
cctetttggg
aggcgettgg
gctgececegge
agagtgtgtg
cgatggctcece
ggtgtcagge
acaggtgggce
ggaggacégt
gatcgacttc
cccctctect
gaagctgcct
cgacgtgaac
caacaaggac
tgcagcattt

gcctetgtte

Arg Ser

Phe Pro

25

Phe Trp

40

val Pro

Arg Thr

Ala

Ala

Ser

Glu

Ala

ES 2 555060 T3

cggacagccc
gacctcatga
acgctceceege
gagaagagtt
gacccacace
cctctecatecg
tctgecegeca
gaccagaaag
aaaaacggtg
cagcacgtgg
cgctacctga
gacagccaag
caggctttcce
gtggtccceg
gtagaagact
ttcacgctgg
aagctacacc
cccttggece

tggtag

Leu
10

Gly
Ala Ile
Ala Thr
Phe

Cys

Thr
75

Arg

17

Leu

Ser

Ser

Ala

Cys

gcacctgeccg
gccagcacaa
cagctgggga
tccacaagca
tcaggacttt
acaataatta
ctgccaccag
tataccaage
gagataaaca
agatccaggc
ccttecgeegt
gcctctacct
gtgccaacgce
agacatttce
tgtactacca
ccgcctacta
tgtttgaaag

ccgagatget

Trp Pro

Pro Cys

30

Ser
45

Gly
Ala

Leu

Arg Gly

gggcgacctyg
ctgctccaag
cagccaggag
ctcagctgcc
cacagaccac
cctgaacgtg
caagctcacc
cgagatggac
cggagccaac
caagtacatc
ccggatgecece
ctgcctgegg
cgagagccct
gtacéagaca
ggcctgtgte
tgctttggag
gactcgggag

cccgggeace

Thr
15

Leu
Lys Ile
Ser His
Thr

Arg

Asp Leu

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1296



Ala
Asn
Pro
His
His
145
Phe
Tyr
Ala
Cys
Ala
225
Ser
Ala
Leu
Asp
Asn
305

Arg

Tyr

Cys

Pro

Tyr

130

Cys

Gln

Leu

Thr

Val
210

Phe'

Leu

Lys

Thr

Arg

290

Gln

Arg

His

Ser

Ala

115

Glu

Gly

Thr

Asn

Ala

195

Asp

Ala

Lys

Tyr

Phe

275

Asp

Gln

Pro

Ser
Lys
100
Gly
Lys
Leu
Cys
val
180
Thr

Gln

Asp

Ile

Ile
260

Ala

Serx

Ile

Ala

Ala

Asp

Asp

Ser

‘Phe

Lys
165
Gin
Ser
Lys
Gly
Thr
245
Gly
val
Gln

Asp

Ala

‘325

Vval
Gly
Ser
Phe
Gly
150
Val
val
Lys

val

His

Pro

Gln

His

135

Asp
Gln
Thr

Leu

Gly

Thr

Glu

120

Lys

Pro

Gly

Asn

Thr

- 200

Tyr

. 215

Ser
230
Glu
Thr
Arg
Gly
Phe
310

Ala

Lys
Lys
Thr
Met
Leu
295

Gln

Ser

Gln

Asn

val

Ile

Pro

280

Tyr

Ala

Pro

ES 2 555060 T3

Ile

Ser

105

Arg

His

His

Ala

Thr

185

ITle

Ala

Gly

Ser

val

265

Glu

Leu

Phe

Ser

Glu
90

Gln
Ser
Ser
Leu
Trp
170
Pro
I'le
Glu
Gly
Gly
25 0
val

Glu

Cys

Pro
330

Asp

Pro

Asp

Ala

Arg

155

Pro

val

Phe

Met

Asp

235

Gln

Arg

val

Leu

Ala-

315

val

Leu
Arg
Ser
Ala
140
Thr
Leu
Leu
Lys
Asp
220
Lys
His
Gln
val
Arg
300
Asn

val

18

Met

val

Pro

125

Pro

'Phe

Ile

Pro

Asn.
205

Glu.

His
val
val

Asn

Ser
Arg
110
Glu
Asn
Thr
Asp
Gly
190
Phe
Leu
Gly
Glu
Gly
270

Ala

285 -

Gly

Ala

Pro

Cys

Glu

.Glu

Gln

Thr

Ile

Tyr

Asp

His

Leu ;"

Cys

Thr

His

160

Asn
175

Ser

Gln

Pro

Ala

Ile

255

Arg

val

Pro

Ser

Thr
335

Asn
Ala
Glu
Ser

Asn

240

Gl‘n
ryr
Glu
Leu
Pro
320

Phe
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15

20

25

30

35

40

Pro Tyr Glu

Asp Leu Tyr
355

Val Asn Phe
370

Leu His Ser
385

Leu Pro Gly
Leu Pro Gly

<210>5
<211>21
<212> PRT

Thr

340

Tyr

Thr

Asn

Ala

-Thr

420

Ala

Gln

Leu

Lys

val
405

val

<213> Secuencia artificial

<220>

val

Ala

Ala

ASp
390

Alal

Thr

<223> Fragmento de MOG

<400> 5

1

‘Tyr Arg Asn Gly Lys

<210>6
<211> 13
<212> PRT

20

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento de PLP

<400> 6

<210>7
<211> 25
<212> RNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadenas sentido de siRNA de RGMa de ratén

<400> 7

aaagaggccg cagugagugu aguug

<210> 8
<211> 25

Ala
Cys
Ala
375
Lys
Ala

Leu

Lys

val
360

Tyr.

-Leu

Ala

Leu

25
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Cys

345

Phe

Tyr

His

Ala

val
425 -

Met. Glu val Gly Trp Tyr Arg Ser Pro.

Lys

Asp

Ala

Leu

Phe
410

Leu

Glu
Leu
Leu
Phe
395

Pro

Leu

Lys Leu

Leu Thr
-365

Glﬁ Asp
380

Glu Arg

Leu Ala’

Pro Leu

Pro

350

Thr

Gly

Thr

Pro

Phe
430

Val Glu
Gly Asp
Lys Met

Arg Glu
400

Glu Met .
415

Trp

Phe Ser Arg Val Val His Leu

10

His Ser Leu Gly Lys Trp Leu Gly His Pro Asp Lys Phe
- 5 10

19

15
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<212> RNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadenas antisentido de siRNA de RGMa de ratén

<400> 8

caacuacacu cacugcggcc ucuuu 25

20
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ES 2 555060 T3

REIVINDICACIONES

1. Una sustancia inhibidora de una molécula de orientacion repulsiva a (RGMa) como ingrediente activo para uso en
la profilaxis o el tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria, tales como enfermedad autoinmunitaria celular,
reumatismo, esclerosis multiple, enfermedades autoinmunitarias del sistema nervioso, tales como sindrome de Gui-
llain-Barré, enfermedad de neuro-Behget, anemia maligna, diabetes tipo |, lupus eritematoso sistémico (SLE), enfer-
medades inflamatorias intestinales (IBD), sindrome de Sjogren, dermatitis atopica, sindrome de Goodpasture, en-
fermedades de Grave, anemia hemolitica autoinmunitaria, purpura trombocitopénica autoinmunitaria, glomerulonefri-
tis, miastenia grave, enfermedades de Hashimoto.

2. La sustancia inhibidora de la RGMa para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la sustancia inhibi-
dora de RGMa es un anticuerpo neutralizante anti-RGMa.

3. La sustancia inhibidora de la RGMa para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la sustancia inhibi-
dora de la RGMa es siRNA de RGMa.

4. La sustancia inhibidora de la RGMa para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en
donde la enfermedad autoinmunitaria es esclerosis multiple.

5. La sustancia inhibidora de la RGMa para uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde la esclerosis multiple
es esclerosis multiple recurrente.

6. Un método in vitro para inhibir la activacion de linfocitos T, que comprende una etapa de poner en contacto una
sustancia inhibidora de la RGMa con una célula que expresa RGMa.

7. El método para inhibir la activacion de linfocitos T de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde la sustancia inhi-
bidora de la RGMa es un anticuerpo neutralizante anti-RGMa.

8. El método para inhibir la activacion de linfocitos T de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde la sustancia inhi-
bidora de la RGMa es un siRNA de RGMa.

9. Un método de cribado de una sustancia inhibidora de la activacion de linfocitos T, que comprende una etapa de
poner en contacto una sustancia de ensayo con RGMa, una etapa de medir el nivel de actividad de la RGMa antes
mencionada, una etapa de comparar el nivel de actividad antes mencionada con el de RGMa libre de contacto con
una sustancia de ensayo, y una etapa de seleccionar una sustancia de ensayo que reduce el nivel de actividad de
RGMa.
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FIG. 5(4)
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Puntuacion de la EAE
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"FIG. 8
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FIG. 10
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FIG. 12
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