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DESCRIPCION
Composiciones para su uso en el tratamiento de lesién neural inhibiendo la actividad de fosfatasas de la familia LAR
Solicitud relacionada

Esta solicitud reivindica prioridad con respecto a la solicitud provisional estadounidense n.° 61/621.623, presentada
el 9 de abril de 2012.

Campo técnico

Esta divulgacion se refiere a composiciones y métodos para inhibir o reducir la actividad, sefializacién y/o funcion de
la familia de fosfatasas relacionadas con antigeno leucocitario comun (LAR) y a métodos y composiciones para
tratar enfermedades, trastornos y/o estados asociados con la actividad, sefializacién y/o funcién de fosfatasas de la
familia LAR.

Antecedentes

La lesién de la médula espinal y otras lesiones del sistema nervioso central (SNC) pueden provocar discapacidad
permanente o pérdida de movimiento (paralisis) y sensibilidad por debajo del sitio de la lesién. La recuperacién tras
una lesion del SNC es minima, lo que conduce a un interés actual sustancial en posibles estrategias para superar
este desafio. Un obstaculo fundamental al que se enfrentan los esfuerzos por mejorar la funcién neuronal tras una
lesion es la incapacidad del SNC adulto para regenerarse.

Dos clases bien conocidas de inhibidores de la regeneracidon son inhibidores asociados a mielina (MAG, Nogo y
OMGP); e inhibidores en tejido cicatricial formado por glia en el sitio de lesion (por ejemplo, proteoglicano de sulfato
de condroitina (CSPG)). CSPG esta implicado no soélo en lesion traumatica, sino también en muchas otras
enfermedades del SNC incluyendo neurodegeneracion. Los ejemplos de receptores para inhibidores asociados a
mielina incluyen Pir B y NgR.

Los CSPG presentan una barrera a la regeneracién de axones, aunque ningun receptor especifico para el efecto
inhibidor de CSPG se ha identificado previamente. Mas especificamente, los CSPG muestran una regulacion por
incremento drastica tras lesidon neural, tanto dentro de la matriz extracelular de tejido cicatricial como en la red
perineuronal dentro de dianas mas distantes de los axones cortados. La naturaleza inhibidora de los CSPG no so6lo
se refleja en la formacion de bulbos de retraccion axoénica distréficos que no pueden regenerarse a través de la
lesion, sino también en la capacidad limitada del brote colateral de fibras exentas. Aunque se ha sabido durante casi
dos décadas que los proteoglicanos sulfatados son contribuidores importantes a la naturaleza repulsiva de la cicatriz
glial, el mecanismo inhibidor preciso apenas se entendia. Por tanto, sigue existiendo la urgente necesidad de
mecanismos que modulen la funcién de CSPG.

Sumario

Realizaciones descritas en el presente documento se refieren a métodos de inhibicidn y/o reduccién de la actividad,
sefializacion y/o funcion de la familia de fosfatasas relacionadas con antigeno leucocitario comun (LAR) en una
célula de un sujeto inducidas por proteoglicanos. Los métodos incluyen administrar a la célula un agente terapéutico
que inhibe una o méas de actividad catalitica, sefializacién y funcién de las fosfatasas de la familia LAR sin inhibir la
unioén a o activacion las fosfatasas de la familia LAR por los proteoglicanos.

En algunas realizaciones, la fosfatasa de la familia LAR es una proteina tirosina fosfatasa receptora sigma (PTPo), y
el agente terapéutico incluye un péptido terapéutico que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente el 65%, al menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos
aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90% o al menos
aproximadamente el 95% homologa a de aproximadamente 10 a aproximadamente 20 aminoacidos consecutivos
del dominio de cuia de PTPc. Por ejemplo, agente terapéutico puede incluir un péptido terapéutico seleccionado del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 9-33.

En otras realizaciones, la fosfatasa de la familia LAR es una proteina tirosina fosfatasa receptora sigma (PTPc), y el
agente terapéutico puede incluir un péptido terapéutico al menos aproximadamente el 65%, al menos
aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 80%, al menos
aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90% o al menos aproximadamente el 95% homdlogo a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 37. El péptido terapéutico puede incluir, por ejemplo, una sustitucion
conservativa de un aminoacido de al menos uno, dos, tres o cuatro del residuo 4, 5, 6,7, 9, 10, 12 6 13 de SEQ ID
NO: 37.

En algunas realizaciones, la célula es una célula neural, célula glial, células progenitora glial o una célula progenitora
neural.
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En otras realizaciones, el agente terapéutico incluye un resto de transporte que esta unido al péptido terapéutico y
facilita la captacion de los péptidos terapéuticos por la célula. Por ejemplo, el resto de transporte puede ser un resto
de transporte Tat de VIH.

En todavia otras realizaciones, la célula esta en un sujeto que esta tratandose, y el agente terapéutico se administra
de manera local o sistémica al sujeto que esta tratandose.

En aun otras realizaciones, el péptido terapéutico se expresa en la célula.

Realizaciones en el presente documento también se refieren a métodos de tratamiento de enfermedades, trastornos
y/o estados asociados con la activacion y sefalizacion de fosfatasas de la familia LAR. Los métodos incluyen
administrar a una célula del sujeto un agente terapéutico que inhibe una o méas de la actividad catalitica, sefializacién
y funcién de las fosfatasas de la familia LAR sin inhibir la unién a o la activacion las fosfatasas de la familia LAR por
los proteoglicanos.

En algunas realizaciones, la enfermedad, el trastorno y/o el estado incluye al menos uno de una enfermedad, un
trastorno y/o un estado del sistema nervioso.

En otras realizaciones, la enfermedad, el trastorno y/o el estado del sistema nervioso incluyen al menos uno de un
trastorno neuroldgico, trastorno neuropsiquiatrico, lesion neural, trastorno de toxicidad neural, un dolor neuropatico y
trastornos degenerativos neurales.

Por ejemplo, el trastorno neuroldgico puede incluir al menos una de lesiones traumaticas o téxicas en nervios
periféricos o craneales, médula espinal o en el cerebro, nervios craneales, lesién cerebral traumatica, accidente
cerebrovascular, aneurisma cerebral y lesion de la médula espinal. El trastorno neurolégico también puede incluir al
menos una de enfermedad de Alzheimer, demencias relacionadas con enfermedad de Alzheimer, Parkinson,
enfermedades de cuerpos difusos de Lewy, demencia senil, enfermedad de Huntington, sindrome de Gilles de la
Tourette, esclerosis multiple, esclerosis lateral amiotréfica, neuropatia sensorial y motora hereditaria, neuropatia
diabética, paralisis supranuclear progresiva, epilepsia o enfermedad de Jakob-Creutzfieldt.

En algunas realizaciones, la lesién neural puede estar provocada por o asociada con al menos uno de epilepsia,
enfermedades cerebrovasculares, enfermedades autoinmunitarias, trastornos del suefo, trastornos auténomos,
trastornos de la vejiga urinaria, estados metabdlicos andmalos, trastornos del sistema muscular, enfermedades
infecciosas y parasitarias, neoplasias, enfermedades endocrinas, enfermedades nutricionales y metabdlicas,
enfermedades inmunoldgicas, enfermedades de la sangre y los 6rganos formadores de sangre, trastornos mentales,
enfermedades del sistema nervioso, enfermedades de los o6rganos sensoriales, enfermedades del sistema
circulatorio, enfermedades del sistema respiratorio, enfermedades del sistema digestivo, enfermedades del sistema
genitourinario, enfermedades de la piel y el tejido subcutaneo, enfermedades del sistema musculoesquelético y
tejido conjuntivo, anomalias congénitas o estados que se originan en el periodo perinatal.

Todavia otras realizaciones descritas en el presente documento se refieren a un agente terapéutico para promover
al menos uno de crecimiento, motilidad, supervivencia y plasticidad de células neurales. El agente terapéutico
incluye un péptido terapéutico que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente el 65%,
al menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 80%, al
menos aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90% o al menos aproximadamente el 95%
homdloga a de aproximadamente 10 a aproximadamente 20 aminoacidos consecutivos del dominio de cufia de
PTPo. Por ejemplo, agente terapéutico puede incluir un péptido terapéutico seleccionado del grupo que consiste en
SEQ ID NO: 9-33.

En otras realizaciones, el agente terapéutico puede incluir un péptido terapéutico al menos aproximadamente el
65%, al menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 80%,
al menos aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90% o al menos aproximadamente el 95%
homologo a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 37. El péptido terapéutico puede incluir, por ejemplo, una
sustitucién conservativa de un aminoacido de al menos uno , dos, tres, o cuatro del residuo 4, 5,6, 7, 9, 10, 12 6 13
de SEQ ID NO: 37.

AuUn otras realizaciones descritas en el presente documento se refieren a una composicién farmacéutica. La
composicion farmacéutica incluye un agente terapéutico que comprende un péptido terapéutico sintético al menos
aproximadamente el 65%, al menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos
aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90% o al menos
aproximadamente el 95% homdlogo a SEQ ID NO: 37 y un resto de transporte que esté unido al péptido terapéutico
y facilita la captacién de los péptidos terapéuticos por una célula.

En algunas realizaciones, el péptido terapéutico incluye una sustitucién conservativa de un aminoacido de al menos
uno del residuo 4, 5,6, 7,9, 10, 12 6 13 de SEQ ID NO: 37.
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En otras realizaciones, el péptido terapéutico incluye una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 9-33 y 37.

En todavia otras realizaciones, el agente terapéutico es un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 42-66 y 70.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 ilustra una fotografia de una neurona de DRG sensorial adulta en un ensayo puntual tras 5 dias de
exposicion a un gradiente de CSPG.

Las figuras 2(A-D) ilustran fotografias de los conos de crecimiento de neuronas de DRG sensoriales adultas en un
ensayo puntual expuestas a un gradiante de CSPG.

La figura 3 ilustra un grafico que muestra la densidad de PTPc de axones normales y distroficos y conos de
crecimiento.

La figura 5 ilustra una fotografia de neuronas de DRG sensoriales adultas en un ensayo puntual expuestas a
gradientes de CSPG vy tratardas con un control de vehiculo o ISP.

La figura 6 ilustra un grafico que muestra cruzamientos de conos de crecimiento de neuronas de DRG sensoriales
adultas en un ensayo puntual expuestas a gradientes de CSPG y tratadas con un control de vehiculo o ISP.

Las figuras 7 (A-B) ilustran fotografias que muestran la movilidad de conos de crecimiento de neuronas de DRG
sensoriales en un ensayo puntual expuestas a gradientes de CSPG tratadas con un control de vehiculo o ISP.

La figura 8 ilustra un grafico que muestra la puntuaciéon de Basso, Beattie y Bresnahan para la locomocion tras la
lesion de la médula espinal (SCI) de animales con SCI tratados con vehiculo y animales con SCI tratados con
péptido LAR en el dia 1 hasta el dia 77.

La figura 9 ilustra un grafico que muestra la puntuacion de Basso, Beattie y Bresnahan de las extremidades traseras
para la locomocion tras SCI de animales con SCI tratados con vehiculo y animales con SCI tratados con péptido
LAR en el dia 11.

La figura 10 ilustra un grafico que muestra los errores de pies/metros de animales con SCI tratados con vehiculo y
animales con SCI tratados con péptido LAR.

La figura 11 ilustra un gréfico que muestra los resbalones de pies/metros de animales con SCI tratados con vehiculo
y animales con SCI tratados con péptido LAR.

La figura 12 ilustra un grafico que muestra el volumen y la frecuencia urinaria de animales con SCI tratados con
vehiculo y animales con SCI tratados con ISP.

La figura 13 ilustra un grafico que muestra frecuencia de miccién de animales con SCI tratados con vehiculo y
animales con SCI tratados con péptido LAR.

La figura 14 ilustra fotografias que muestran la expresién de 5HT (densidad axénica) en médula espinal lumbar de
animales con SCI tratados con vehiculo y animales con SCI tratados con ISP.

La figura 15 ilustra un grafico que muestra la expresion de 5HT lumbar de animales con SCI tratados con vehiculo y
animales con SCI tratados con ISP.

La figura 4 ilustra un diagrama esquematico de la familia LAR de fosfatasas transmembrana, LAR, RPTPg,
RPTPdelta y sus componentes de sefializacion.

Descripcion detallada

Las realizaciones descritas en el presente documento no se limitan a la metodologia, protocolos y reactivos, etc.
particulares, y tales pueden variar. La terminologia usada en el presente documento es para el fin de describir
realizaciones particulares sélo, y no pretende limitar el alcance de la presente invencion, que se define Unicamente
por las reivindicaciones. Aparte de en los ejemplos de funcionamiento, o cuando se indique lo contrario, todos los
numeros que expresan cantidades de componentes o condiciones de reacciéon usados en el presente documento
deben entenderse como modificados en todos los casos mediante el término “aproximadamente”.

A menos que se defina lo contrario, los términos cientificos y técnicos usados en el presente documento tendran los
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significados que entienden cominmente los expertos habituales en la técnica. Ademas, a menos que el contexto
requiera lo contrario, los términos en singular incluiran los plurales y los términos en plural incluiran el singular.
Generalmente, las nomenclaturas utilizadas en relaciéon con, y las técnicas de, cultivo celular y tisular, biologia
molecular y quimica e hibridacion de proteinas y oligo- o polinucleétidos descritas en el presente documento son las
bien conocidas y comunmente usadas en la técnica.

Tal como se usa en el presente documento, “uno o mas de a, b y ¢” significa a, b, c, ab, ac, be o abc. El uso de “0”
en el presente documento es el inclusivo o.

Tal como se usa en el presente documento, el término “administrar” a un paciente incluye dispensar, suministrar o
aplicar un compuesto activo en una formulaciéon farmacéutica a un sujeto mediante cualquier via adecuada para el
suministro del compuesto activo a la ubicacion deseada en el sujeto (por ejemplo, para entrar en contacto de ese
modo con una célula deseada tal como una neurona deseada), incluyendo administracién en el liquido
cefalorraquideo o a través de la barrera hematoencefalica, suministro mediante o bien la via parenteral o bien la oral,
inyeccion intramuscular, inyeccion subcutdanea o intradérmica, inyeccién intravenosa, administracion bucal,
suministro transdérmico y administracion mediante la via del tracto rectal, colénico, vaginal, intranasal o respiratorio.
Los agentes pueden administrarse, por ejemplo, a un sujeto en coma, anestesiado o paralizado por medio de una
inyeccion intravenosa o puede administrarse por via intravenosa a un sujeto embarazado para estimular el
crecimiento axonico en un feto. Las vias de administracion especificas pueden incluir aplicacién tépica (tal como
mediante colirios, cremas o formulaciones erosionables que van a colocarse bajo el parpado, inyeccion intraocular
en el humor acuoso o vitreo, inyeccidn en las capas externas del ojo, tal como por medio de inyeccién subconjuntival
0 inyeccion subtendnica, administracion parenteral o por medio de vias orales.

Tal como se usa en el presente documento, el término “anticuerpo”, incluye AcM humanos y animales, y
preparaciones de anticuerpos policlonales, anticuerpos sintéticos, incluyendo anticuerpos recombinantes
(antisueros), anticuerpos quiméricos, incluyendo anticuerpos humanizados, anticuerpos antiidiotipicos y derivados
de los mismos. Una porcion o fragmento de un anticuerpo se refiere a una region de un anticuerpo que conserva al
menos parte de su capacidad (especificidad y afinidad de unién) para unirse a un epitopo especificado. El término
“epitopo” o “determinante antigénico” se refiere a un sitio en un antigeno al que se une un paratopo de anticuerpo.
Los epitopos formados por aminoacidos contiguos se conservan normalmente tras la exposicion a disolventes
desnaturalizantes mientras que los epitopos formados por plegamiento terciario se pierden normalmente tras el
tratamiento con disolventes desnaturalizantes. Un epitopo incluye normalmente al menos 3, al menos 5, o de 8 a 10,
o aproximadamente de 13 a 15 aminoacidos en una conformacioén espacial Unica. Los métodos de determinacion de
la conformacién espacial de epitopos incluyen, por ejemplo, cristalografia de rayos x y resonancia magnética nuclear
bidimensional. Véase, por ejemplo, 66 EPITOPE MAPPING PROTOCOLS IN METS. IN MOLECULAR BIO. (Morris,
ed., 1996); Burke et al., 170 J. Inf. Dis. 1110-19 (1994); Tigges et al., 156 J. Immunol. 3901-10).

Tal como se usa en el presente documento, el término “crecimiento” axénico o “excrecencia” (también denominado
en el presente documento “excrecencia neuronal”) incluye el proceso por el cual los axones o las dendritas se
extienden a partir de una neurona. La excrecencia puede dar como resultado una nueva proyeccién neuritica o la
extension de un proceso celular previamente existente. La excrecencia axénica puede incluir la extension lineal de
un proceso axonico en cinco diametros de célula o mas. Los procesos de crecimiento neuronal, incluyendo
neuritogénesis, pueden evidenciarse por la expresion de GAP-43 detectada mediante métodos tales como
inmunotincion. “Estimulacion del crecimiento axénico” significa promover la excrecencia axoénica.

Tal como se usa en el presente documento, el término “neuronas del sistema nervioso central (SNC)” incluye las
neuronas del cerebro, los nervios craneales y la médula espinal.

Tal como se usa en el presente documento, el término “marchitamiento” se refiere a la retraccidon axénica que se
produce como resultado de traumatismo en el axén.

Tal como se usa en el presente documento, una “proteina quimérica” o “proteina de fusién” es una fusion de una
primera secuencia de aminoacidos que codifica para un polipéptido con una segunda secuencia de aminoacidos que
define un dominio (por ejemplo, porcién de polipéptido) foraneo para y no sustancialmente homélogo al dominio del
primer polipéptido. Una proteina quimérica puede presentar un dominio foraneo, que se encuentra (aunque en una
proteina diferente) en un organismo, que también expresa la primera proteina, o puede ser una fusién “entre

especies”, “intergénica”, etc. de estructuras proteicas expresadas por diferentes clases de organismos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “entrar en contacto con neuronas” o “tratar neuronas” se
refiere a cualquier modo de suministro o “administracion” de agentes, o bien a células o bien a organismos
completos, en el que el agente puede presentar su efecto farmacoldégico en neuronas. “Entrar en contacto con
neuronas” incluye tanto métodos in vivo como in vitro de poner un agente de la invencién en proximidad con una
neurona. Los modos adecuados de administracién pueden determinarlos los expertos en la técnica y tales modos de
administracion pueden variar entre agentes. Por ejemplo, cuando el crecimiento axénico de neuronas se estimula ex
vivo, pueden administrarse agentes, por ejemplo, mediante transfeccion, lipofeccion, electroporacion, infeccidén con
vectores virales o mediante adicion a medio de crecimiento.
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Tal como se usa en el presente documento, una “cantidad eficaz” de un agente o péptido terapéutico es una
cantidad suficiente para lograr un efecto terapéutico o farmacoldgico deseado, tal como una cantidad que puede
activar el crecimiento de neuronas. Una cantidad eficaz de un agente tal como se define en el presente documento
puede variar segun factores tales como el estado patoldgico, la edad y el peso del sujeto, y la capacidad del agente
para provocar una respuesta deseada en el sujeto. Los regimenes de dosificacion pueden ajustarse para
proporcionar la respuesta terapéutica 6ptima. Una cantidad eficaz es también una en la que cualquier efecto tdxico o
perjudicial del compuesto activo se compensa por los efectos terapéuticamente beneficiosos.

Tal como se usa en el presente documento, el término una “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a una
cantidad eficaz, a las dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado terapéutico
deseado. Un resultado terapéutico puede ser, por ejemplo, disminucién de los sintomas, supervivencia prolongada,
movilidad mejorada, y similares. No es necesario que el resultado terapéutico sea una “cura”.

Tal como se usa en el presente documento, el término “expresion” se refiere al proceso mediante el cual el acido
nucleico se traduce en péptidos o se transcribe en ARN, que, por ejemplo, puede traducirse en péptidos,
polipéptidos o proteinas. Si el acido nucleico se deriva de ADN gendmico, la expresidén puede incluir, si se
selecciona un organismo o célula huésped eucariota apropiada, el corte y empalme del ARNm. Para acido nucleico
heterologo que va a expresarse en una célula huésped, debe suministrarse inicialmente en la célula y luego, una vez
en la célula, residir en ultima instancia en el nucleo.

Tal como se usa en el presente documento, el término “terapia genética” implica la transferencia de ADN heterélogo
a células de un mamifero, particularmente un ser humano, con un trastorno o estados para los que se busca terapia
o diagnostico. EI ADN se introduce en las células diana seleccionadas de una manera tal que el ADN heterdlogo se
expresa y se produce un producto terapéutico codificado de ese modo. Alternativamente, el ADN heterélogo puede
mediar de alguna manera en la expresion del ADN que codifica para el producto terapéutico; puede codificar para
un, tal como un péptido o ARN que de alguna manera media en, directa o indirectamente, la expresiéon de un
producto terapéutico. También puede usarse terapia genética para suministrar &cido nucleico que codifica para un
producto génico para reemplazar a un gen defectuoso o complementar un producto génico producido por el
mamifero o la célula en la que se introduce. El acido nucleico introducido puede codificar para un compuesto
terapéutico, tal como un inhibidor de factor de crecimiento del mismo, o un factor de necrosis tumoral o inhibidor del
mismo, tal como un receptor para el mismo, que no se produce normalmente en el huésped mamifero o que no se
produce en cantidades terapéuticamente eficaces o en un tiempo terapéuticamente util. EI ADN heterélogo que
codifica para el producto terapéutico puede modificarse antes de su introduccién en las células del huésped
aquejado con el fin de potenciar o alterar de otra forma el producto o la expresion del mismo.

Tal como se usa en el presente documento, el término “gen” o “gen recombinante” se refiere a un acido nucleico que
comprende un marco de lectura abierto que codifica para un polipéptido, incluyendo tanto secuencias de exén como
(opcionalmente) de intrén.

Tal como se usa en el presente documento, el término “secuencia de acido nucleico heteréloga” es normalmente
ADN que codifica para ARN vy proteinas que no se producen normalmente in vivo por la célula en la que se expresa
0 que media en o codifica para mediadores que alteran la expresion de ADN endégeno afectando a la transcripcion,
traduccidon u otros procesos bioquimicos regulables. Una secuencia de acido nucleico heterdloga puede
denominarse también ADN foraneo. Cualquier ADN que un experto en la técnica reconoceria o consideraria como
heterdlogo o foraneo para la célula en la que se expresa se abarca en el presente documento por ADN heterdlogo.
Los ejemplos de ADN heterdlogo incluyen, pero no se limitan a, ADN que codifica para proteinas marcadoras
rastreables, tales como una proteina que confiere resistencia a farmacos, ADN que codifica para sustancias
terapéuticamente eficaces, tales como agentes anticancerigenos, enzimas y hormonas, y ADN que codifica para
otros tipos de proteinas, tales como anticuerpos. Anticuerpos que estan codificados por ADN heterélogo pueden
secretarse o expresarse sobre la superficie de la célula en la que se ha introducido el ADN heterdlogo.

Tal como se usan en el presente documento, los términos “homologia” e “identidad” se usan de manera sinénima en
todas partes y se refieren a la similitud de secuencia entre dos péptidos o entre dos moléculas de acido nucleico. La
homologia puede determinarse comparando una posicion en cada secuencia, que pueden alinearse para fines de
comparacién. Cuando una posicién en la secuencia comparada esta ocupada por la misma base o aminoacido,
entonces las moléculas son homodlogas o idénticas en esa posicion. El grado de homologia o identidad entre
secuencias es una funcién del numero de posiciones coincidentes u homologas compartidas por las secuencias.

Tal como se usa en el presente documento, el término “trastorno neurolégico” incluye una enfermedad, trastorno o
estado que afecta directa o indirectamente al funcionamiento normal o la anatomia del sistema nervioso de un
sujeto. El término “accidente cerebrovascular” se reconoce en la técnica e incluye la disminucion o pérdida subita de
la conciencia, sensibilidad y movimiento voluntario provocado por la rotura u obstruccion (por ejemplo, por un
coagulo sanguineo) de una arteria del cerebro. “Lesion cerebral traumatica” se reconoce en la técnica e incluye el
estado en el que un golpe traumatico en la cabeza provoca dafo al cerebro o a la médula espinal de conexion, con o
sin penetracion en el craneo. Habitualmente, el traumatismo inicial puede dar como resultado un hematoma en
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expansioén, hemorragia subaracnoidea, edema cerebral, aumento de la presion intracraneal e hipoxia cerebral, lo que
puede, a su vez, conducir a acontecimientos secundarios graves debido a bajo flujo de sangre cerebral.

Tal como se usa en el presente documento, el término “migracidon neuronal” se refiere a la capacidad de las células
neuronales para migrar o de los procesos neuronales para migrar tal como una migracion axonal o dendritica.

Tal como se usan en el presente documento, las frases “administracion parenteral” y “administrado por via
parenteral” tal como se usa en el presente documento significa modos de administracion distintos administracion
entérica y tdpica, habitualmente mediante inyeccion, e incluye, sin limitacién, inyeccion e infusion intravenosa,
intramuscular, intraarterial, intratecal, intraventricular, intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica,
intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal e
intraesternal.

Tal como se usan en el presente documento, las frases “administracion sistémica”, “administrado de manera
sistémica”, “administracion periférica” y “administrado de manera periférica” tal como se usa en el presente
documento significan la administracion de un compuesto, farmaco u otro material aparte de directamente en un
tejido diana (por ejemplo, el sistema nervioso central), de manera que entra en el sistema del animal y, por tanto, se
somete al metabolismo y otros procesos similares, por ejemplo, administracion subcutanea.

Tal como se usa en el presente documento, el término “paciente” o “sujeto” o “animal” o “huésped” se refiere a
cualquier mamifero. El sujeto puede ser un ser humano, pero también puede ser un mamifero que necesita
tratamiento veterinario, por ejemplo, animales domésticos (por ejemplo, perros, gatos, y similares), animales de
granja (por ejemplo, vacas, ovejas, aves de corral, cerdos, caballos, y similares) y animales de laboratorio (por
ejemplo, ratas, ratones, cobayas, y similares).

Tal como se usa en el presente documento, el término “neuronas del sistema nervioso periférico (SNP)” incluye las
neuronas que residen o se extienden fuera del SNC. EI SNP pretende incluir las neuronas que se entiende
comunmente que estan clasificadas en el sistema nervioso periférico, incluyendo neuronas sensoriales y neuronas
motoras.

Tal como se usan en el presente documento, los términos “secuencia de polinucleétido” y “secuencia de nucleétidos”
se usan también de manera intercambiable en el presente documento.

Tal como se usan en el presente documento, los términos “péptido” o “polipéptido” se usan de manera
intercambiable en el presente documento y se refieren a compuestos que consisten en desde aproximadamente 2
hasta aproximadamente 90 residuos de aminoacido, incluidos, en los que el grupo amino de un aminoécido esta
unido al grupo carboxilo de otro aminoacido mediante un enlace peptidico. Un péptido, por ejemplo, puede derivarse
de o retirarse de una proteina nativa mediante escision enzimatica o quimica, o puede prepararse usando técnicas
de sintesis de péptidos convencionales (por ejemplo, sintesis en fase sdlida) o técnicas de biologia molecular (véase
Sambrook et al., MOLECULAR CLONING: LAB. MANUAL (Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY,
1989)). Un “péptido” puede comprender cualquier L y/o D-aminoacido adecuado, por ejemplo, a-aminoacidos
comunes (por ejemplo, alanina, glicina, valina), aminoacidos distintos de a (por ejemplo, P-alanina, acido 4-
aminobutirico, acido 6-aminocaproico, sarcosina, estatina) y aminoacidos poco comunes (por ejemplo, citrulina,
homocitrulina, homoserina, norleucina, norvalina, ornitina). Los grupos funcionales amino, carboxilo y/u otros en un
péptido pueden estar libres (por ejemplo, sin modificar) o protegidos con un grupo protector adecuado. Se conocen
en la técnica grupos protectores adecuados para grupos amino y carboxilo, y medios para afadir o eliminar grupos
protectores. Véase, por ejemplo, Green &amp; Wuts, PROTECTING GROUPS IN ORGANIC SYNTHESIS (John
Wiley &amp; Sons, 1991). Los grupos funcionales de un péptido también pueden derivatizarse (por ejemplo,
alquilarse) usando métodos conocidos en la técnica.

Pueden sintetizarse péptidos y ensamblarse para dar bibliotecas que comprenden unas cuantas especies
moleculares demasiado diferenciadas. Tales bibliotecas pueden prepararse usando métodos bien conocidos de
quimica combinatoria, y pueden examinarse tal como se describe en el presente documento o usando otros métodos
adecuados para determinar si la biblioteca comprende péptidos que puedan antagonizar la interaccion CSPG-PTPo.
Tales antagonistas peptidicos pueden entonces aislarse por medios adecuados.

Tal como se usa en el presente documento, el término “peptidomimético”, se refiere a una molécula de tipo proteico
disefiada para imitar a un péptido. Los peptidomiméticos normalmente surgen o bien de la modificacion de un
péptido existente, o bien disefiando sistemas similares que imitan a péptidos, tales como peptoides y B-péptidos.
Independientemente del enfoque, la estructura quimica alterada esta disefiada para ajustarse ventajosamente a las
propiedades moleculares tales como estabilidad o actividad bioldgica. Estas modificaciones implican cambios en el
péptido que no se producen de manera natural (tales como estructuras principales alteradas y la incorporacion de
aminoacidos no naturales).

Tal como se usa en el presente documento, el término “células progenitoras” son células producidas durante la
diferenciacion de una célula madre que tiene algunas, pero no todas, de las caracteristicas de su progenie
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diferenciada de manera terminal. Las células progenitoras definidas, tales como “células progenitoras neurales”,
estan destinadas a un linaje, pero no a un tipo de célula diferenciada de manera terminal o especifica.

Tal como se usa en el presente documento, el término “célula madre” significa una célula que puede experimentar
autorrenovacion (es decir, progenie con el mismo potencial de diferenciacion) y también producir células de progenie
que estan mas restringidas en el potencial de diferenciacion. Dentro del contexto de la invencion, una célula madre
abarcaria también una célula mas diferenciada que se ha desdiferenciado, por ejemplo, por transferencia nuclear,
mediante fusiones con una célula madre mas primitiva, mediante la introduccion de factores de transcripcion
especificos 0 mediante cultivo en condiciones especificas. Véanse, por ejemplo, Wilmut et al., Nature, 385:810-813
(1997); Ying et al., Nature, 416:545-548 (2002); Guan et al., Nature, 440:1199-1203 (2006); Takahashi et al., Cell,
126:663-676 (2006); Okita et al., Nature, 448:313-317 (2007); y Takahashi et al., Cell, 131:861-872 (2007).

Tal como se usa en el presente documento, el término “retraccion” se refiere al retroceso del axén lejos del sitio de
lesion, tal como de donde se forma la cicatriz glial. En este caso, el extremo de los axones en regeneracion deja de
extenderse y se vuelve distrofico. Estos extremos distroficos pueden retroceder entonces desde la cicatriz glial y el
sitio de lesion.

Una secuencia de polinucledtido (ADN, ARN) esta “operativamente unida” a una secuencia de control de la
expresion cuando la secuencia de control de la expresidon controla y regula la transcripcion y traduccion de esa
secuencia de polinucleétido. El término “operativamente unida” incluye tener una sefal de inicio apropiada (por
ejemplo, ATG) en frente de la secuencia de polinucledtido que va a expresarse, y mantener el marco de lectura
correcto para permitir la expresion de la secuencia de polinucleétido bajo el control de la secuencia de control de la
expresion, y la produccién del polipéptido deseado codificado por la secuencia de polinucleétido.

Tal como se usa en el presente documento, el término “recombinante”, tal como se usa en el presente documento,
significa que una proteina se deriva de un sistema de expresion eucariota o procariota.

Tal como se usa en el presente documento, el término “promotor especifico de tejido” significa una secuencia de
acido nucleico que sirve como promotor, es decir, regula la expresion de una secuencia de &cido nucleico
seleccionada operativamente unida al promotor, y que afecta a la expresion de la secuencia de acido nucleico
seleccionada en células especificas de un tejido, tal como células de células epiteliales. El término también cubre los
denominados promotores “con pérdidas”, que regulan la expresién de un acido nucleico seleccionado principalmente
en un tejido, pero pueden provocar la expresion en otros tejidos también. El término “transfeccion” se usa para
referirse a la captacion de ADN foraneo por una célula. Una célula se ha “transfectado” cuando se ha introducido
ADN exégeno dentro de la membrana celular. Se conocen generalmente en la técnica varias técnicas de
transfeccion. Véanse, por ejemplo, Graham et al., Virology 52:456 (1973); Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (1989); Davis et al., Basic Methods in Molecular Biology (1986); Chu et al., Gene 13:197 (1981).
Tales técnicas pueden usarse para introducir uno o mas restos de ADN exdgeno, tales como un vector de
integracion de nucledtidos y otras moléculas de acido nucleico, en células huésped adecuadas. El término
aprehende procedimientos quimicos, eléctricos y transfeccion mediada por virus.

Tal como se usa en el presente documento, el término “secuencia reguladora de la transcripcién” es un término
genérico usado en toda la memoria descriptiva para referirse a secuencias de acido nucleico, tales como sefiales de
iniciacién, potenciadores y promotores, que inducen o controlan la transcripcion de secuencias codificantes de
proteina con las que estan operativamente unidas. En algunos ejemplos, la transcripcion de un gen recombinante
esta bajo el control de una secuencia de promotor (u otra secuencia reguladora de la transcripcion), que controla la
expresion del gen recombinante en un tipo de célula en el que se pretende la expresiéon. También se entendera que
el gen recombinante puede estar bajo el control de secuencias reguladoras de la transcripcion que son las mismas o
que son diferentes de las secuencias que controlan la transcripcion de la forma que se produce de manera natural
de una proteina.

Tal como se usa en el presente documento, el término “vector” se refiere a una molécula de acido nucleico que
puede transportar otro acido nucleico al que se ha unido. Vectores preferidos son los que pueden realizar uno 0 mas
de replicacién y expresion auténomas de acidos nucleicos a los que estan unidos. Los vectores que pueden dirigir la
expresion de genes a los que estan operativamente unidos se denominan en el presente documento “vectores de
expresion”.

Tal como se usa en el presente documento, el término “tipo natural” se refiere a la secuencia de polinucleétido que
se produce de manera natural que codifica para una proteina, o una porcién de la misma, o secuencia de proteina, o
porcién de la misma, respectivamente, tal como existe normalmente in vivo. Tal como se usa en el presente
documento, el término “acido nucleico” se refiere a polinucleétidos, tales como acido desoxirribonucleico (ADN), v,
cuando sea apropiado, acido ribonucleico (ARN). El término debe entenderse también que incluye, como
equivalentes, analogos de o bien ARN o bien ADN producidos a partir de analogos de nucleétido y, tal como puede
aplicarse a la realizacién que esta describiéndose, polinucleétidos mono (sentido o antisentido) y bicatenarios.

Los agentes, compuestos, composiciones, anticuerpos, etc. usados en los métodos descritos en el presente
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documento se considera que estan purificados y/o aislados antes de su uso. Materiales purificados normalmente son
“sustancialmente puros”, lo que significa que un acido nucleico, polipéptido o fragmento del mismo, u otra molécula
se ha separado de los componentes que la acompafian de manera natural. Normalmente, el polipéptido es
sustancialmente puro cando esta al menos el 60%, el 70%, el 80%, el 90%, el 95%, o incluso el 99%, en peso, libre
de las proteinas y otras moléculas organicas con las que esta asociado de manera natural. Por ejemplo, un
polipéptido sustancialmente puro puede obtenerse mediante extraccion a partir de una fuente natural, mediante
expresion de un acido nucleico recombinante en una célula que no expresa normalmente esa proteina, o mediante
sintesis quimica. Los “materiales aislados” se han retirado de su ubicacion y entorno natural. En el caso de un
dominio o fragmento proteico aislado o purificado, el dominio o fragmento esta sustancialmente libre de secuencias
de aminoacidos que flanquean a la proteina en la secuencia que se produce de manera natural. El término “ADN
aislado” significa ADN que se ha liberado sustancialmente de los genes que flanquean al ADN dado en el genoma
que se produce de manera natural. Por tanto, el término “ADN aislado” abarca, por ejemplo, ADNc, ADN genémico
clonado y ADN sintético.

Tal como se usa en el presente documento, los términos “porcion”, “fragmento”, “variante”, “derivado” y “analogo”,
cuando se refieren a un polipéptido de la presente invencion, incluyen cualquier polipéptido que conserve al menos
alguna actividad bioldgica a la que se hace referencia en el presente documento (por ejemplo, inhibiciéon de una
interaccion tal como unidn). Los polipéptidos descritos en el presente documento pueden incluir moléculas de
porcién, fragmento, variante o derivado sin limitacion, siempre que el polipéptido todavia cumpla su funcién. Los
polipéptidos o porciones de los mismos de la presente invencion pueden incluir fragmentos proteoliticos, fragmentos
de delecién y, en particular, o fragmentos que alcanzan mas facilmente el sitio de accién cuando se administran a un
animal.

Esta solicitud se refiere a composiciones y métodos para inhibir y/o reducir la actividad, sefializacién y/o funcion de
la familia de fosfatasas relacionadas con antigeno leucocitario comun (LAR), tales como LAR vy proteina tirosina
fosfatasa receptora sigma (PTPo), y a métodos y composiciones de tratamiento de enfermedades, trastornos y/o
estados asociados con activacion y sefializacion de fosfatasas de la familia LAR, tales como LAR y RPTPo..

La familia de fosfatasas LAR consiste en tres miembros: la propia LAR, proteina tirosina fosfatasa receptora sigma
(PTPo) y proteina tirosina fosfatasa receptora delta (PTP3). PTPc y PTPf (la propia LAR) se han implicado como
receptores para proteoglicanos de sulfato de condroitina (CSPG), un constituyente principal de la cicatriz glial y red
perineuronal. Las cadenas laterales de azucar de los CSPG pueden unirse a LAR y PTPc expresadas por células,
tales como células neurales, e inhibir el crecimiento, la plasticidad, la regeneracion de células neurales y el fallo del
brote en las células neurales.

Se encontré que neuronas deficientes en PTPc mostraban una disminucion de la inhibicion en diversos ensayos
mediados por CSPG y mostraban un aumento de la regeneracion tras lesion neuroldgica, tal como tras lesion de la
médula espinal y aplastamiento del nervio éptico. Los resultados en la deficiencia de LAR no fueron concluyentes,
encontrandose fenotipos de regeneraciéon tanto aumentada como disminuida. Puesto que los CSPG son el
impedimento primario para la regeneracién y plasticidad en el sistema nervioso adulto lesionado, pueden usarse
inhibidores funcionales de esta familia de fosfatasas LAR como producto terapéutico para promover el crecimiento,
la plasticidad, la regeneracion y el brote de células neurales.

Por consiguiente, algunas realizaciones descritas en el presente documento se refieren a métodos de promocion del
crecimiento, la motilidad, la supervivencia y/o la plasticidad de una célula que expresa una fosfatasa de la familia
LAR (por ejemplo, células neurales, células progenitoras neurales, células madre neurales o células endoteliales)
que estan y/o pueden estar activadas potencialmente por proteoglicanos, tales como CSPG. El método puede incluir
la administracion a la célula de una cantidad de un agente terapéutico eficaz para inhibir uno o mas de, actividad
catalitica, sefalizacion y/o funcién de las fosfatasas de la familia LAR. La inhibicién de la actividad, sefializacién y/o
funcién de las fosfatasas de la familia LAR puede usarse para promover el crecimiento, la motilidad, la supervivencia
y la plasticidad celulares en estas células.

En determinadas realizaciones, las células que expresan una fosfatasa de la familia LAR incluyen células neurales y
células gliales. Otros ejemplos de células incluyen células endoteliales. Todavia otros ejemplos de células que
expresan una fosfatasa de la familia LAR, que pueden activarse por un proteoglicano pueden examinarse facilmente
usando ensayos conocidos.

La actividad, sefalizacion y/o funcion de las fosfatasas de la familia LAR puede suprimirse, inhibirse y/o bloquearse
de varios modos incluyendo: inhibicidn directa de la actividad del dominio intracelular de las fosfatasas de la familia
LAR (por ejemplo, usando moléculas pequefias, peptidomiméticos o polipéptidos dominantes negativos); activacion
de genes y/o proteinas que inhiben una o mas de la actividad, sefializacion y/o funcion del dominio intracelular de las
fosfatasas de la familia LAR (por ejemplo, aumentando la expresion o actividad de los genes y/o las proteinas);
inhibicion de genes y/o proteinas que son mediadores posteriores de las fosfatasas de la familia LAR (por ejemplo,
bloqueando la expresion y/o actividad de los genes y/o proteinas mediadores); introducciéon de genes y/o proteinas
que regulan negativamente una o mas de actividad, sefializacién y/o funcién de fosfatasas de la familia LAR (por
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ejemplo, usando vectores de expresion génica recombinantes, vectores virales recombinantes o polipéptidos
recombinantes); o reemplazo génico con, por ejemplo, un mutante hipomorfico de las fosfatasas de la familia LAR
(por ejemplo, mediante recombinacién homéloga, sobreexpresion usando expresion génica recombinante o vectores
virales, o mutagénesis).

El agente terapéutico que inhibe o reduce una o mas de la actividad, sefializacién y/o funcion de la fosfatasa de la
familia LAR puede incluir un agente que disminuye y/o suprime la actividad, sefalizacion y/o funcién de la fosfatasa
de la familia LAR sin inhibir la unién a o activacion las fosfatasas de la familia LAR por proteoglicanos, tales como
CSPG. Tales agentes pueden suministrarse de manera intracelular y una vez suministrados de manera intracelular
promueven la capacidad de crecimiento intrinseca de una célula, tal como una neurona, activan la ruta de
crecimiento de neuronas (por ejemplo, SNC) y pueden producir un efecto neurosaludable.

El efecto neurosaludable puede incluir una respuesta o resultado favorable para la salud o funcién de una neurona,
de una parte del sistema nervioso o del sistema nervioso en general. Los ejemplos de tales efectos incluyen mejoras
en la capacidad de una neurona o porcién del sistema nervioso para resistir ataques, para regenerarse, para
mantener una funcién deseable, para crecer o para sobrevivir. El efecto neurosaludable puede incluir la produccién o
el efecto de una respuesta de este tipo 0 mejora en la funcion o resiliencia dentro de un componente del sistema
nervioso. Los ejemplos de produccion de un efecto neurosaludable incluirian estimular la excrecencia axdnica tras
lesidn en una neurona; hacer que una neurona sea resistente a la apoptosis; hacer que una neurona sea resistente
a un compuesto téxico tal como B-amiloide, amoniaco u otras neurotoxinas; revertir la atrofia neuronal relacionada
con la edad o pérdida de funcién; revertir la pérdida relacionada con la edad de inervacion colinérgica, revertir y/o
reducir el marchitamiento y/o promover el brote neural.

Un posible mecanismo para la regulacion, modulaciéon y/o inhibicién de familia de fosfatasas LAR implica la
dimerizacién de la porcion intracelular de la familia de fosfatasas LAR. En contraposicidon a tirosina cinasas
receptoras, que son activas como dimeros e inactivas como monémeros, varias proteina tirosina fosfatasas (PTP)
son inactivas en el estado dimerizado y activas como mondmeros. Estas incluyen PTPalfa, PTP1B y CD45. Cada
una de estas moléculas pueden cristalizarse en tanto su forma monomérica activa como su forma dimérica inactiva.
Ademas, LAR y CD45 demuestran union homofilica en condiciones oxidativas especificas, mientras que PTPo
puede dimerizarse en respuesta a la unién al ligando. Esto sugiere que ligandos para la familia de fosfatasas LAR
pueden dirigir el estado de activacion de la familia de fosfatasas LAR, tal como LAR y PTPc. Por tanto, imitar la
dimerizacién con terapias intracelulares dirigidas puede inactivar directamente la familia de fosfatasas LAR sin
alteracion de la matriz extracelular u otros ligandos.

Se encontré6 que miméticos de péptidos de la porcion intracelular de la familia de fosfatasas LAR, cuando se
administran dentro de una célula neural, pueden inhibir y/o reducir la actividad de LAR inducida por la activacion de
CSPG. Se encontré que la inhibicidn intracelular de la actividad, sefalizacién y/o funcidon de la familia LAR en
respuesta a la activaciéon por CSPG promovia la excrecencia de células neurales, incluyendo la restauracion de la
motilidad del cono de crecimiento, la extension de procesos, el brote y la promocién de la supervivencia y plasticidad
de células neurales asi como inhibia el marchitamiento de células neurales.

En una realizacién, el agente terapéutico que inhibe o reduce una o mas de la actividad, sefalizacion y/o funcion de
la fosfatasa de la familia LAR, puede incluir un péptido terapéutico o molécula pequefia que se une a y/o se compleja
con el dominio intracelular de al menos una fosfatasa de la familia LAR para inhibir la actividad, sefializacién y/o
funcién de la fosfatasa de la familia LAR. Por consiguiente, pueden usarse péptidos terapéuticos o moléculas
pequefas que se unen a y/o se complejan con el dominio intracelular de al menos una fosfatasa de la familia LAR de
células neurales para promover el crecimiento, la motilidad, la supervivencia y la plasticidad celulares de estas
células.

En algunas realizaciones, el agente terapéutico puede ser un mimético de péptido del dominio con forma de cufia
(es decir, dominio de cufia) del dominio catalitico intracelular de las fosfatasas de la familia LAR. El analisis
estructural y de secuencia ha revelado que todos los miembros de la familia LAR contienen un motivo de hélice-
bucle-hélice con forma de cufia de 24 aminoacidos conservado en el primer dominio catalitico intracelular que puede
mediar potencialmente en la interaccion homo/heterofilica con el receptor. La tabla 1 enumera las secuencias de
aminoacidos de porciones intracelulares de miembros de la fosfatasa de la familia LAR que contienen el dominio de
cufia. El dominio de cufia de 24 aminoacidos de estas porciones intracelulares de fosfatasas de la familia LAR se
identifica mediante subrayado. Aunque la estructura especifica del dominio de cufia se conserva a través de la
mayoria de los dominios de cuia de la familia LAR, los aminoacidos exactos que constituyen los dominios de cufia
varian entre proteinas y subfamilias individuales.

Tabla 1
Alineacion de dominios de cufa de LAR
Raton 1338 PIPITDLADNIERLKANDGKLFSQEYESIDPGQ 1370 SEQ ID NO: 1
Rata 1338 PIPITDLADNIERLKANDGKLFSQEYESIDPGQ 1370 SEQ ID NO: 2

10



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2699 658 T3

Ser humano | 1347 | PIPITDLADNIERLKANDGKLFSQEYESIDPGQ | 1379 SEQ ID NO: 3

Alineacion de dominios de cufia de PTPc

Ratoén 1347 PIPITDMAEHMERLKANDSLKLSQEYESIDPG | 1379 SEQID NO: 4
Q

Rata 1303 PIPITDMAEHMERLKANDSLKLSOEYESIDPG | 1335 SEQID NO: 5
Q

Human 1368 PIPTADMAEHTERLKANDSLKLSQEYESIDPG 1400 SEQ ID NO: 6
Q

Alineacién de dominios de cufa de PTP3

Raton 1326 PIPILELADHIERLKANDNLKFSQEYESIDPGQ 1379 SEQID NO: 7

Human 1335 PIPILELADHIERLKANDNLKFSQEYESIDPGQ 1367 SEQ ID NO: 8

Se encontré que los dominios de cufia de miembros de la familia LAR especificos se acoplaban en interaccién o
uniéon homofilica con su miembro de la familia LAR especifico. Por ejemplo, el dominio de cufia de LAR podia
interaccionar especificamente con LAR de longitud completa, y no otros miembros de la familia tales como PTPg, en
ensayos de inmunoprecipitacion. Ademas, ensayos de union in vitro mostraron que los péptidos de dominio de cufia
(dominio de cufia + TAT de VIH) de PTPmu y LAR se agregaban de manera homofilica especificamente en lugar de
unirse de manera promiscua entre si. De particular interés, el dominio de cufia de LAR no podia unirse a sigma,
mostrando especificidad incluso entre miembros similares de la familia.

Los miméticos de péptidos de estos dominios de cufia de la familia de fosfatasas LAR, cuando se expresan en
células (por ejemplo, células neurales) o se conjugan con un resto de transporte intracelular, pueden usarse por
tanto para suprimir la sefalizacion de la familia LAR en una célula neural activada con CSPG y promover el
crecimiento, la motilidad y la supervivencia celulares. La unidn de estos péptidos terapéuticos a su dominio de cufia
intacto de PTP especifico puede potencialmente: (i) interferir con la capacidad de esa PTP para interaccionar con
proteinas diana, tales como dianas de fosfatasa; (ii) interferir con la actividad que promueve interacciones
intermoleculares entre la PTP y otro dominio contenido en la PTP, tal como el segundo dominio fosfatasa
cataliticamente inactivo D2; impedir el acceso de proteinas al sitio activo de la fosfatasa; (iii) dejar fuera de
competicién a agentes de interaccion normales del dominio de cufa; y/o (iv) inhibir estéricamente la actividad
fosfatasa.

En algunas realizaciones, el mimético de péptido (es decir, péptido terapéutico) puede incluir, consistir
esencialmente y/o consistir en de aproximadamente 10 a aproximadamente 20 aminoacidos y tener una secuencia
de aminoacidos que es al menos aproximadamente el 65%, al menos aproximadamente el 70%, al menos
aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 85%, al menos
aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 95% o aproximadamente el 100% homadloga a una porcién
de aproximadamente 10 a aproximadamente 20 aminoacidos consecutivos de la secuencia de aminoacidos de los
dominios de cufia de fosfatasas de la familia LAR.

En otras realizaciones, el péptido terapéutico puede incluir, consistir esencialmente y/o consistir en de
aproximadamente 10 a aproximadamente 20 aminoacidos y tener una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente el 65%, al menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos
aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos
aproximadamente el 95%, o aproximadamente el 100% homdloga a de aproximadamente 10 a aproximadamente 20
aminoacidos consecutivos del dominio de cufia de PTPc. Se encontré6 que un péptido (por ejemplo, péptido
terapéutico) correspondiente a o sustancialmente homdlogo al dominio de cufia de PTPc con un portador citosdlico
podia aliviar la inhibicion mediada por CSPG, permitiendo que las neuronas avanzaran sobre sustratos de CSPG en
lugar de la inhibicién tipica. Este efecto era dependiente de la dosis y supeditado a la respuesta de la célula que
expresa PTPo. Los astrocitos, que no expresan PTPo al nivel de proteina, no responden a la inactivacion peptidica,
mientras que la glia satélite, que si expresa PTPo, si responde al péptido. Adicionalmente, este péptido puede
administrarse de manera sistémica para promover la plasticidad y recuperacion funcional tras la lesiéon grave de la
médula espinal.

Tal como se muestra en la tabla 2, la secuencia de dominio de cufia de PTPc esta altamente conservada entre
mamiferos superiores, con sélo un cambio de un Unico aminoacido en ratdn y ratas (de treonina a metionina en la
posicion 6) que impide el 100% de homologia.

Tabla 2
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Alineacidn de dominios de cufia
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DM A[E[H|T|E|[RLKANDS/LKLSQEYWS 1| abon |HI
NO: 30
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T _ T SEQ D
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Tal como se muestra en la tabla 2, la primera hélice alfa del dominio de cufia de PTPc incluye los aminoacidos 1-10,
la region de giro incluye los aminoacidos 11-14 y la segunda hélice alfa incluye los aminoacidos 15-24. Por ejemplo,
la primera hélice alfa del dominio de cufia de human PTPc tiene la secuencia de aminoacidos de DMAEHTERLK
(SEQ ID NO: 67), el giro tiene la secuencia de aminoacidos de ANDS (SEQ ID NO: 68) y la segunda hélice alfa tiene
la secuencia de aminoacidos de LKLSQEYESI (SEQ ID NO: 69).

El dominio de cufia también comparte homologia de secuencia con los otros miembros de la familia LAR, LAR y
PTPdelta. Es probable que estos aminoacidos sean necesarios para la estructura global del dominio de cufia. Los
aminoacidos conservados incluyen una alanina en la posicién 13, que marca el final de la primera hélice alfa y el
inicio del giro, lo que hace que sea probablemente necesaria para el tamafio y la estructura de cufia general.

Puesto que las estructuras secundaria y terciaria generales del dominio de cufia permanecen constantes a través de
la mayoria de PTP receptoras, pueden realizarse varias sustituciones conservativas en un péptido terapéutico que
selecciona como diana el dominio de cufia de PTPc para obtener resultados similares. Los ejemplos de
sustituciones conservativas incluyen la sustitucion de un residuo apolar (hidréfobo), tal como isoleucina, valina,
leucina o metionina por otro, la sustitucion de un residuo polar (hidréfilo) por otro, tal como entre arginina vy lisina,
entre glutamina y asparagina, entre glicina y serina, la sustitucion de un residuo basico tal como lisina, arginina o
histidina por otro, y/o la sustitucién de un residuo &cido, tal como acido aspartico o acido glutamico por otro.

Estas sustituciones conservativas pueden producirse en los dominios no Unicos en o bien la hélice alfa o bien el giro,
especificamente las posiciones 1-3 y 7-10 en la primera hélice alfa; 12y 13 en el giro; y 15, 16, 18-24 en la segunda
hélice alfa. Estos aminoacidos pueden ser necesarios para la estructura global del dominio de cufa, pero no
necesarios para la especificidad de la unién de la cufia a PTPo.

Los aminoacidos unicos para PTPo, particularmente los aminoacidos expresados de manera diferencial en PTPc
frente a LAR, se encontré que eran necesarios para la especificidad de la unién al dominio de cufia. Estos incluyen
un dominio EH en la posicidn 4 y 5 de la primera hélice alfa seguido por una treonina o una metionina (sustitucion en
rata y ratén) en la posicidon 6. En el giro, hay una serina Unica en la posiciéon 14 en todos los mamiferos superiores.
Finalmente, hay una leucina uUnica en la posicion 17 en la segunda hélice alfa. Los posibles papeles de estos
aminoacidos Unicos se comentaran a continuacion.

El residuo de serina en el giro en la posicién 14 es de particular interés debido a su localizacién en el dominio de
cufia. Este aminoacido, ubicado en el giro entre hélices alfa, esta ligeramente extendido desde la estructura
secundaria y terciaria general de PTPo, haciéndolo disponible para interacciones de uniéon. Ademas, la serina,
debido a su grupo hidroxilo y la polaridad que contiene, se sabe que facilita varios acontecimientos de unién
homofilicos y heterofilicos, tales como unién de hidrégeno entre serinas adyacentes. También se sabe que las
serinas experimentan diversas modificaciones, tales como fosforilacion, haciendo que la probabilidad de su
necesidad de especificidad sea alta. Es posible que péptidos mas pequefios que se centran en el giro en el dominio
de cufia e incluyen la serina conservada puedan ofrecer mayor estabilidad con similar funcion. Tales péptidos
pueden sintetizarse como bucles, con cisteinas en cualquier extremo para crear enlaces disulfuro.

Los aminoécidos unicos en la primera hélice alfa incluyen &cido glutdmico en la posicion 4, histidina en la posicién 5
y treonina o metionina en la posiciéon 6. Aunque la histidina esta implicada en el dominio de cufia consenso, no se
encuentra en LAR, PTPdelta, PTPmu o CD45. Ya que los tres de estos aminoacidos o bien estan cargados o bien
son polares, es probable que o bien esta secuencia o bien uno de sus componentes sea necesario para la
especificidad de la cufia de PTPo.
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Adicionalmente, la segunda hélice alfa contiene una leucina Unica en la posicion 17. Las leucinas se han implicado
como las moléculas adhesivas criticas para la estructura tridimensional de cremalleras de leucina. En estas
moléculas, que son estructuralmente similares a dominios de cufia, las leucinas de hélices alfa opuestas, ubicadas a
intervalos de aproximadamente 7, interaccionan con regiones hidréfobas de la hélice alfa opuesta. Puesto que hay
también una leucina en la primera hélice alfa, ubicada en la posicion 9, se cree que esta leucina Unica es necesaria
para la integridad de la estructura tridimensional global de la cufia de PTPao.

Por consiguiente, en otras realizaciones, el péptido terapéutico puede incluir, consistir esencialmente en o consistir
en de aproximadamente 14 a aproximadamente 20 aminoacidos e incluir la secuencia de aminoacidos
EHX1ERLKANDSLKL (SEQ ID NO: 37), en la que X1 es T o M. Un péptido terapéutico que incluye SEQ ID NO: 37
puede incluir al menos una, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro o al menos cinco sustituciones
conservativas de modo que el péptido terapéutico tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente el 65%, al menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos
aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90% o al menos
aproximadamente el 95% homdloga a SEQ ID NO: 37.

En algunas realizaciones, las sustituciones conservativas pueden ser los residuos de aminoacido 4E, 5R, 6L, 7K,
9N, 10D, 12L o 13K de SEQ ID NO: 37. A modo de ejemplo, el residuo de aminoacido 4E puede sustituirse por D o
Q, el residuo de aminoacido 5R puede sustituirse por H, L o K, el residuo de aminoacido 6L puede sustituirse por I, V
o M, el residuo de aminoacido 7K puede sustituirse por R o H, el residuo de aminoacido 9N puede sustituirse por E o
D, el residuo de aminoacido 10 D puede sustituirse por E o N, el residuo de aminoacido 12L puede sustituirse por |,
V o M, y/o el residuo de aminoéacido 13K puede sustituirse por R o H.

Los péptidos terapéuticos descritos en el presente documento pueden someterse a otros diversos cambios,
sustituciones, inserciones y deleciones en donde tales cambios proporcionan determinadas ventajas en su uso. En
este sentido, los péptidos terapéuticos que se unen a y/o complejan con un dominio de cufia de la fosfatasa de la
familia LAR pueden corresponderse con o ser sustancialmente homodlogos con, en vez de ser idénticos a, la
secuencia de un polipéptido mencionado en donde se hacen uno o mas cambios y conserva la capacidad para
inhibir o reducir una o mas de la actividad, sefializacion y/o funcién de la fosfatasa de la familia LAR.

El polipéptido terapéutico puede estar en cualquiera de una variedad de formas de derivados de polipéptido, que
incluyen amidas, conjugados con proteinas, polipéptidos ciclados, polipéptidos polimerizados, analogos, fragmentos,
polipéptidos quimicamente modificados, y derivados similares.

Se apreciara que la sustitucion conservativa puede incluir también el uso de un residuo derivatizado quimicamente
en lugar de un residuo no derivatizado siempre que tal péptido presente la actividad de unién requerida.

“Derivado quimico” se refiere a un polipéptido sujeto que tiene uno o mas residuos derivatizados quimicamente
mediante reaccion de un grupo secundario funcional. Tales moléculas derivatizadas incluyen por ejemplo, las
moléculas en las que grupos amino libres se han derivatizado para formar clorhidratos de amina, grupos p-
toluenosulfonilo, grupos carbobenzoxilo, grupos t-butiloxicarbonilo, grupos cloroacetilo o grupos formilo. Los grupos
carboxilo libres pueden derivatizarse para formar sales, ésteres metilicos y etilicos u otros tipos de ésteres o
hidrazidas. Los grupos hidroxilo libres pueden derivatizarse para formar derivados de O-acilo u O-alquilo. El
nitrégeno de imidazol de la histidina puede derivatizarse para formar N-im-bencilhistidina. También se incluyen como
derivados quimicos los polipéptidos que contienen uno o méas derivados de aminoacido que se producen de manera
natural de los veinte aminoacidos convencionales. Por ejemplos: puede sustituirse prolina por 4-hidroxiprolina;
puede sustituirse 5-hidroxilisina por lisina; puede sustituirse 3-metilhistidina por histidina; puede sustituirse
homoserina por serina; y puede sustituirse ornitina por lisina. Los polipéptidos descritos en el presente documento
también incluyen cualquier polipéptido que tenga una o mas adiciones y/o deleciones o residuos en relaciéon con la
secuencia de un polipéptido cuya secuencia se muestra en el presente documento, siempre que se mantenga la
actividad requerida.

En todavia otras realizaciones, el agente terapéutico puede ser un inhibidor mimético o competitivo de una proteina
posterior que se activa por la fosfatasa de la familia LAR. Se ha mostrado que varias proteinas y rutas posteriores
actuan posteriormente de la familia LAR fuera de la actividad fosfatasa. De estas, caskina (Ckn) y proteina a de
interaccion con LAR (liprina-a) tienen papeles en tanto la formacion de sinapsis como la guia axénica.

mCkn1 se une directamente a mLAR y mPTPRS, y mCkn2 se une directamente a mLAR y mPTPc en un sistema de
interaccion de dos hibridos de levadura. Se mapeo¢ la interacciéon de Ckn con fosfatasas de la familia LAR en una
regién que contenia dos motivos alfa estériles (dominios SAM) que explican el fenotipo. El primer dominio SAM esta
conservado entre miembros de la familia de Ckn.

Por consiguiente, en algunas realizaciones, el agente terapéutico puede ser un mimético de péptido o inhibidor

competitivo de Ckn que inhibe la unién de la fosfatasa de la familia LAR/Ckn y mitiga la sefalizacion de la familia
LAR posterior. El péptido puede tener una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente el 75%, al
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menos aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90% o al
menos aproximadamente el 95% homodloga a de aproximadamente 10 a aproximadamente 30 aminoacidos
consecutivos de una porcion de mCkn1 y mCkn2. Ejemplos de péptidos que tienen una secuencia de aminoacidos
que es sustancialmente homodloga a de aproximadamente 10 a aproximadamente 30 aminoacidos consecutivos de
una porcion de mCkn1 y mCkn2 son SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39 y SEQ ID NO: 40.

En otras realizaciones, el agente terapéutico puede ser un mimético de péptido o inhibidor competitivo de liprina-a
que inhibe la unién de fosfatasa de la familia LAR/liprina-a, y mitiga la sefializaciéon de la familia LAR posterior. Los
miembros de la familia de liprina desempefian papeles criticos en el desarrollo y mantenimiento de sinapsis. La
liprina-a puede actuar en la transduccién de sefiales posteriores a las fosfatasas LAR. El examen de la interaccion
de 2 hibridos de levadura implica el primer dominio SAM de miembros de la familia de liprina-o. como regién de unién
para miembros de la familia de fosfatasas LAR. El péptido puede tener una secuencia de aminoacidos que es
sustancialmente homoéloga a de aproximadamente 10 a aproximadamente 30 aminoacidos consecutivos de una
porcion de liprina-a. Un ejemplo de un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos que es sustancialmente
homdloga a de aproximadamente 10 a aproximadamente 30 aminoacidos consecutivos de una porcién de liprina-o
es SEQ ID NO: 41.

Similares a los péptidos terapéuticos descritos anteriormente que se unen a o se complejan con el dominio de cufa,
los polipéptidos terapéuticos que son miméticos o inhibidores competitivos con mCkn1, mCkn2 o liprina-o. pueden
someterse a diversos cambios, sustituciones, inserciones y deleciones en donde tales cambios proporcionan
determinadas ventajas en su uso. Por ejemplo, el polipéptido terapéutico puede estar en cualquiera de una variedad
de formas de derivados de polipéptido, que incluyen amidas, conjugados con proteinas, polipéptidos ciclados,
polipéptidos polimerizados, analogos, fragmentos, polipéptidos modificados quimicamente, y derivados similares.

Uno o mas de los péptidos de los péptidos terapéuticos descritos en el presente documento también pueden estar
modificados por procesos naturales, tales como procesamiento postraduccional y/o mediante técnicas de
modificacién quimica, que se conocen en la técnica. Pueden producirse modificaciones en el péptido incluyendo la
estructura principal peptidica, las cadenas laterales de aminoacido y los extremos amino o carboxilo terminales. Se
apreciara que el mismo tipo de modificacion puede estar presente en grados iguales o variables en varios sitios en
un péptido dado. Las modificaciones comprenden por ejemplo, sin limitacién, acetilacion, acilacion, adicién de grupo
acetomidometilo (Acm), ADP-ribosilacién, amidacién, unién covalente a fiavina, uniéon covalente a un resto hemo,
unioén covalente de un nucleétido o derivado de nucledétido, unién covalente de un lipido o derivado de lipido, unién
covalente de fosfatidilinositol, reticulacion, ciclacion, formacién de enlaces disulfuro, desmetilacion, formacién de
reticulaciones covalentes, formacion de cistina, formaciéon de piroglutamato, formilacién, gamma-carboxilacion,
glicosilacion, hidroxilacion, yodacion, metilacion, miristoilacion, oxidacién, procesamiento proteolitico, fosforilacion,
prenilacion, racemizacion, selenoilacién, sulfatacion, adicion mediada por ARN de transferencia de aminoacidos a
proteinas tales como arginilaciéon y ubiquitinacién (para referencia, véase Protein-structure and molecular properties,
2% ed., T. E. Creighton, W. H. Freeman and Company, Nueva York, 1993).

Los péptidos y/o proteinas descritos en el presente documento pueden incluir también, por ejemplo, mutantes
biolégicamente activos, variantes, fragmentos, quimeras y analogos; los fragmentos abarcan secuencias de
aminoacidos que tienen truncamientos de uno o mas aminodacidos, en los que el truncamiento puede originarse a
partir del extremo amino-terminal (extremo N-terminal), extremo carboxilo terminal (extremo C-terminal), o a partir del
interior de la proteina. Los analogos de la invencién implican una insercion o una sustitucion de uno o mas
aminoacidos. Variantes, mutantes, fragmentos, quimeras y analogos pueden funcionar como inhibidores de las
fosfatasas de la familia LAR (sin restringirse a los presentes ejemplos).

Los polipéptidos terapéuticos descritos en el presente documento pueden prepararse mediante métodos conocidos
por los expertos en la técnica. Los péptidos y/o proteinas pueden prepararse usando ADN recombinante. Por
ejemplo, una preparacion puede incluir cultivar una célula huésped (bacteriana o eucariota) en condiciones que
proporcionan la expresion de péptidos y/o proteinas dentro de la célula.

La purificacion de los polipéptidos puede realizarse mediante métodos de afinidad, cromatografia de intercambio
idnico, cromatografia de exclusién molecular, hidrofobicidad u otra técnica de purificacion normalmente usada para
la purificacion de proteinas. La etapa de purificacidon puede realizarse en condiciones no desnaturalizantes. Por otro
lado, si se requiere una etapa desnaturalizante, la proteina puede renaturalizarse usando técnicas conocidas en la
técnica.

En algunas realizaciones, los péptidos terapéuticos descritos en el presente documento pueden incluir residuos
adicionales que pueden afadirse en cualquier extremo terminal de un polipéptido para el fin de proporcionar un
“‘ligador” mediante el cual los polipéptidos pueden unirse y/o fijarse convenientemente a otros polipéptidos,
proteinas, restos detectables, marcadores, matrices sélidas o portadores.

Los ligadores de residuos de aminoacido tienen habitualmente al menos un residuo y pueden tener 40 o mas

residuos, mas a menudo de 1 a 10 residuos. Residuos de aminodcido tipicos usados para la unién son glicina,
tirosina, cisteina, lisina, acido glutamico y aspartico, o similares. Ademas, un polipéptido sujeto puede diferir al
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modificarse la secuencia mediante acilacion terminal-NH2, por ejemplo, acetilacion, o amidacién con acido
tioglicdlico, mediante carboxilamidacién terminal, por ejemplo, con amoniaco, metilamina, y modificaciones
terminales similares. Las modificaciones terminales son utiles, tal como se conoce bien, para reducir la
susceptibilidad mediante digestion con proteinasas, y por tanto sirven para prolongar la semivida de los polipéptidos
en disoluciones, particularmente liquidos biolégicos en donde pueden estar presentes proteasas. En este sentido, la
ciclacion de polipéptidos es también una modificacion terminal util, y se prefiere particularmente también debido a las
estructuras estables formadas por ciclacion y en vista de las actividades biolégicas observadas para tales péptidos
ciclicos tal como se describe en el presente documento.

En algunas realizaciones, el ligador puede ser un ligador peptidico flexible que une el péptido terapéutico con otros
polipéptidos, proteinas y/o moléculas, tales como restos detectables, marcadores, matrices sélidas o portadores. Un
ligador peptidico flexible puede tener aproximadamente 20 o menos aminoacidos de longitud. Por ejemplo, un
ligador peptidico puede contener aproximadamente 12 o menos residuos de aminoacido, por ejemplo, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11 y 12. En algunos casos, un ligador peptidico comprende dos o mas de los siguientes aminoacidos: glicina,
serina, alanina y treonina.

En algunas realizaciones, un agente terapéutico que comprende los péptidos terapéuticos descritos en el presente
documento puede proporcionarse en forma de una proteina conjugada o constructo de suministro de farmaco que
incluye al menos un(os) subdominio(s) o resto(s) de transporte (es decir, restos de transporte) que esta unido al
péptido terapéutico. Los restos de transporte pueden facilitar la captacion de los polipéptidos terapéuticos en un
tejido o célula de mamifero (es decir, ser humano o animal) (por ejemplo, célula neural). Los restos de transporte
pueden unirse covalentemente a los polipéptidos terapéuticos. La unién covalente puede incluir un enlace peptidico
0 un enlace labil (por ejemplo, un enlace facilmente escindible o sujeto a cambio quimico en el entorno de la célula
diana interior). Adicionalmente, los restos de transporte pueden reticularse (por ejemplo, reticularse quimicamente,
reticularse por UV) con el polipéptido terapéutico. Los restos de transporte también pueden unirse al polipéptido
terapéutico con unién al polipéptido descrito en el presente documento.

Los restos de transporte pueden repetirse mas de una vez en el agente terapéutico. La repeticion de un resto de
transporte puede afectar (por ejemplo, aumentar) la captacion de los péptidos y/o las proteinas por una célula
deseada. El resto de transporte también puede estar ubicado o bien en la region amino-terminal del péptido
terapéutico o bien en su region carboxi-terminal o en ambas regiones.

En una realizacion, el resto de transporte puede incluir al menos una secuencia de péptido de transporte que permite
que el polipéptido terapéutico una vez unido al resto de transporte penetre en la célula mediante un mecanismo
independiente de receptor. En un ejemplo, el péptido de transporte es un péptido sintético que contiene una
secuencia de suministro de proteina mediada por Tat y al menos una de SEQ ID NO: 9-33 y 37-41. Estos péptidos
pueden tener, respectivamente, las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 42-66 y 70-74.

Otros ejemplos de restos de transporte, subdominios y similares conocidos se describen en, por ejemplo, el
documento de patente canadiense n.° 2.301.157 (Conjugados que contienen homeodominio de Antennapedia) asi
como en las patentes estadounidenses n.°® 5.652.122, 5.670.617, 5.674.980, 5.747.641 y 5.804.604 (conjugados
que contienen aminoacidos de proteina de VIH Tat; proteina de unién a ADN de virus del herpes simple-1 VP22, una
etiqueta de histidina con una longitud que oscila entre 4 y 30 repeticiones de histidina, o un derivado de variacién u
homélogo del mismo que puede facilitar la captacidon del resto de carga activa mediante un proceso independiente
de receptor.

Se ha mostrado también que una regién de 16 aminoacidos de la tercera hélice alfa del homeodominio de
Antennapedia permite que las proteinas (preparadas como proteinas de fusiéon) crucen membranas celulares
(publicacién internacional PCT numero WO 99/11809 vy solicitud canadiense n.%: 2.301.157. De manera similar, se
mostré que la proteina Tat de VIH podria cruzar membranas celulares.

Ademas, elllos resto(s) de transporte puede(n) incluir polipéptidos que tienen una regidn rica en aminoacidos
basicos covalentemente unidos a un resto de agente activo (por ejemplo, péptido inhibidor de fragmentos que
contienen dominio intracelular). Tal como se usa en el presente documento, el término “regién rica en aminoacidos
basicos” se refiere a una regién de una proteina con un alto contenido de los aminoacidos basicos tales como
arginina, histidina, asparagina, glutamina, lisina. Una “regién rica en aminoéacidos basicos” puede tener, por ejemplo
el 15% o mas de aminoacidos basicos. En algunos casos, una “region rica en aminoacidos basicos” puede tener
menos del 15% de aminoacidos basicos y todavia funcionar como una region de agente de transporte. En otros
casos, una region de aminoacidos basicos tendra el 30% o mas de aminoacidos basicos.

El/llos resto(s) de transporte puede(n) incluir ademas una region rica en prolina. Tal como se usa en el presente
documento, el término region rica en prolina se refiere a una region de un polipéptido con el 5% o mas (hasta el
100%) de prolina en su secuencia. En algunos casos, una region rica en prolina puede tener entre el 5% y el 15% de
prolinas. Adicionalmente, una region rica en prolina se refiere a una regién de un polipéptido que contiene mas
prolinas de lo que se observa generalmente en proteinas que se producen de manera natural (por ejemplo,
proteinas codificadas por el genoma humano). Las regiones ricas en prolina de esta solicitud pueden funcionar como
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region de agente de transporte.

En una realizacion, el péptido terapéutico descrito en el presente documento puede estar unido no covalentemente a
un agente de transduccion. Un ejemplo de un agente de transduccion de polipéptidos unido no covalentemente es el
sistema de suministro de proteinas Chariot (véase la patente estadounidense n.° 6.841.535; J Biol Chem
274(35):24941-24946; y Nature Biotec. 19:1173-1176).

En otras realizaciones, los péptidos terapéuticos pueden expresarse en células que estan tratandose usando terapia
génica para inhibir la sefializacion de la familia LAR. La terapia génica puede usar un vector que incluye un
nucleétido que codifica para los péptidos terapéuticos. Un “vector” (denominado algunas veces “vehiculo” de
suministro génico o de transferencia génica) se refiere a una macromolécula o complejo de moléculas que
comprende un polinucledtido que va a suministrarse a la célula. El polinucleétido que va a suministrarse puede
comprender una secuencia codificante de interés en terapia génica. Los vectores incluyen, por ejemplo, vectores
virales (tales como adenovirus (Ad), virus adenoasociados (VAA) y retrovirus), liposomas y otros complejos que
contienen lipidos, y otros complejos macromoleculares que pueden mediar en el suministro de un polinucleétido a
una célula diana.

Los vectores pueden comprender también otros componentes o funcionalidades que modulan adicionalmente el
suministro génico y/o expresién génica, o que por lo demas proporcionan propiedades beneficiosas a las células
seleccionadas como diana. Tales otros componentes incluyen, por ejemplo, componentes que influyen en la unién o
direccionamiento a las células (incluyendo componentes que median en la union especifica de tejido o tipo de
célula); componentes que influyen en la captacion del acido nucleico de vector por la célula; componentes que
influyen en la localizacion del polinucleétido dentro de la célula tras la captacién (tal como agentes que median en la
localizacién nuclear); y componentes que influyen en la expresion del polinucleétido. Tales componentes también
podrian incluir marcadores, tales como marcadores detectables y/o seleccionables que pueden usarse para detectar
o seleccionar células que han captado y estan expresando el acido nucleico suministrado por el vector. Tales
componentes pueden proporcionarse como una caracteristica natural del vector (tal como el uso de determinados
vectores virales que tienen componentes o funcionalidades que median en la uniéon y captacién), o pueden
modificarse vectores para proporcionar tales funcionalidades.

Los marcadores seleccionables pueden ser positivos, negativos o bifuncionales. Los marcadores seleccionables
positivos permiten la seleccion de células que portan el marcador, mientras que los marcadores seleccionables
negativos permiten que las células que llevan el marcador se eliminen selectivamente. Se ha descrito una variedad
de tales genes de marcadores, incluyendo marcadores bifuncionales (es decir, positivos/negativos) (véase, por
ejemplo, Lupton, S., documento WO 92/08796, publicado el 29 de mayo de 1992; y Lupton, S., documento WO
94/28143, publicado el 8 de diciembre de 1994). Tales genes marcadores pueden proporcionar una medida afiadida
del control que puede ser ventajoso en contextos de terapia génica. Se conocen en la técnica una gran variedad de
tales vectores y estan disponibles generalmente.

Los vectores para su uso en el presente documento incluyen vectores virales, vectores a base de lipidos y otros
vectores no virales que pueden suministrar un nucleétido que codifica para los péptidos terapéuticos descritos en el
presente documento a las células diana. El vector puede ser un vector dirigido, especialmente un vector dirigido que
se une preferentemente a neuronas y. Los vectores virales para su uso en la solicitud pueden incluir los que
presentan baja toxicidad para una célula diana e inducen la produccion de cantidades terapéuticamente utiles del
péptido terapéutico de una manera especifica de célula.

Los ejemplos de vectores virales son los derivados de adenovirus (Ad) o virus adenoasociados (VAA). Pueden
usarse vectores virales tanto humanos como no humanos y el vector viral recombinante puede ser de replicaciéon
defectuosa en seres humanos. Cuando el vector es un adenovirus, el vector puede comprender un polinucleétido
que tiene un promotor operativamente unido a un gen que codifica para los péptidos terapéuticos y es de replicacion
defectuosa en seres humanos.

Otros vectores virales que pueden usare en el presente documento incluyen vectores basados en virus del herpes
simple (VHS). Los vectores de VHS con uno o mas genes tempranos inmediatos (IE) delecionados son ventajosos
porque son generalmente no citotoxicos, persisten en un estado similar a la latencia en la célula diana y permiten
una transduccion de células diana eficaz. Los vectores de VHS recombinantes pueden incorporar aproximadamente
30 kb de acido nucleico heterdlogo.

Retrovirus, tales como lentivirus y retrovirus de tipo C, también podrian usarse en la solicitud. Por ejemplo, los
vectores retrovirales pueden basarse en virus de leucemia murina (VLM). Véase, por ejemplo, Hu y Pathak,
Pharmacol. Rev. 52:493-511, 2000 y Fong et al., Crit. Rev. Ther. Drug Portador Syst. 17:1-60, 2000. Los vectores
basados en VLM pueden contener hasta 8 kb de ADN heterdlogo (terapéutico) en lugar de los genes virales. El ADN
heterdlogo puede incluir un promotor especifico de tejido y un acido nucleico que codifica para el péptido
terapéutico. En métodos de suministro a células neurales, también puede codificar para un ligando para un receptor
especifico de tejido.
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Vectores retrovirales adicionales que podrian usarse son vectores basados en lentivirus de replicacion defectuosa,
incluyendo vectores basados en inmunodeficiencia humana (VIH). Véanse, por ejemplo, Vigna y Naldini, J. Gene
Med. 5:308-316, 2000 y Miyoshi et al., J. Virol. 72:8150-8157, 1998. Los vectores lentivirales son ventajosos porque
pueden infectar tanto células que se dividen activamente como células que no se dividen.

Los vectores lentivirales para su uso en la solicitud pueden derivarse de lentivirus humanos y no humanos
(incluyendo VIS). Los ejemplos de vectores lentivirales incluyen secuencias de acido nucleico requeridas para la
propagacion del vector asi como un promotor especifico de tejido operativamente unido a un acido nucleico que
codifica para péptido terapéutico. Estas primeras pueden incluir las LTR virales, un primer sitio de union, un tramo de
polipurina, sitios att y un sitio de encapsidacion.

En algunos aspectos, puede emplearse un vector lentiviral. Se ha demostrado que los lentivirus pueden transducir
diferentes tipos de neuronas del SNC (Azzouz et al., (2002) J Neurosci. 22: 10302-12) y pueden usarse en algunas
realizaciones debido a su gran capacidad de clonacion.

Un vector lentiviral puede empaquetarse en cualquier capside lentiviral. La sustitucién de una proteina de particula
por otra de un virus diferente se denomina “pseudotipado”. La capside del vector puede contener proteinas de la
envuelta viral de otros virus, incluyendo virus de leucemia murina (VLN) o virus de estomatitis vesicular (VSV). El uso
de proteina G de VSV produce un alto titulo de vector y da como resultado una mayor estabilidad de las particulas
de virus de vector.

Vectores basados en alfavirus, tales como los producidos a partir de virus del bosque de Semliki (VBS) y virus
Sindbis (SIN) también podrian usarse en la solicitud. El uso de alfavirus se describe en Lundstrom, K., Intervirology
43:247-257, 2000 y Perri et al., Journal of Virology 74:9802-9807, 2000.

Vectores de alfavirus de replicacion defectuosa, recombinantes son ventajosos porque pueden producir expresion
génica heterdloga (terapéutica) de alto nivel, y pueden infectar una amplia gama de células diana. Pueden dirigirse
replicones de alfavirus a tipos de células especificas presentando en su superficie de virién un ligando heterélogo
funcional o dominio de unién que permitiria una unién selectiva a células diana que expresan una pareja de union
relacionada. Los replicones de alfavirus pueden establecer latencia, y por tanto expresion de &cido nucleico
heterdlogo a largo plazo en una célula diana. Los replicones pueden presentar también expresion de acido nucleico
heterologo transitoria en la célula diana.

En muchos de los vectores virales compatibles con métodos de la solicitud, pueden incluirse mas de un promotor en
el vector para permitir que el vector se exprese mas de un gen heterélogo. Ademas, el vector puede comprender una
secuencia, que codifica para un péptido sefial u otro resto, que facilita la expresion del péptido terapéutico a partir de
la célula diana.

Para combinar las propiedades ventajosas de sistemas de dos vectores virales, pueden usarse vectores virales
hibridos para suministrar un acido nucleico que codifica para un péptido terapéutico a una neurona, célula o tejido
diana. Los expertos en la técnica conocen bien técnicas convencionales para la construccion de vectores hibridos.
Tales técnicas pueden encontrarse, por ejemplo, en Sambrook, et al., en Molecular Cloning: A laboratory manual.
Cold Spring Harbor, N.Y. o cualquiera de varios manuales de laboratorio que comentan la tecnologia de ADN
recombinante. Pueden usarse genomas de VAA bicatenarios en capsides adenovirales que contienen una
combinacién de IRT adenovirales y de VAA para transducir células. En otra variacién, un vector de VAA puede
colocarse en un vector adenoviral “cobarde”, “dependiente de auxiliar” o “de alta capacidad”. Se comentan vectores
hibridos de adenovirus/VAA en Lieber et al., J. Virol. 73:9314-9324, 1999. Se comentan vectores hibridos de
retrovirus/adenovirus en Zheng et al., Nature Biotechnol. 18:176-186, 2000. Los genomas retrovirales contenidos
dentro de un adenovirus pueden integrarse dentro del genoma de la célula diana y efectuar expresion génica
estable.

Se contemplan ademas otros elementos de secuencia de nucledtidos, que facilitan la expresion del péptido
terapéutico y la clonacion del vector. Por ejemplo, la presencia de potenciadores en el sentido de 5’ del promotor o
terminadores en el sentido de 3’ de la regién codificante, por ejemplo, pueden facilitar la expresion.

Segun otra realizacién, un promotor especifico de tejido puede fusionarse con nucleétidos que codifican para los
péptidos terapéuticos descritos en el presente documento. Al fusionar tal promotor especifico de tejido dentro del
constructo adenoviral, la expresion transgénica se limita a un tejido particular. La eficacia de la expresion génica y el
grado de especificidad proporcionado por promotores especificos de tejido puede determinarse usando el sistema
adenoviral recombinante de la presente solicitud. Se conocen bien en la técnica promotores especificos de
neuronas, tales como los promotores y vectores de cadena B de factor de crecimiento derivado de las plaquetas
(PDGF-B).

Ademas de métodos basados en vectores virales, también pueden usarse métodos no virales para introducir un

acido nucleico que codifica para un péptido terapéutico en una célula diana. Se proporciona una revision de métodos
no virales de suministro de genes en Nishikawa y Huang, Human Gene Ther. 12:861-870, 2001. Un ejemplo de un
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método de suministro de genes no viral segun la solicitud emplea ADN de plasmido para introducir un acido nucleico
que codifica para un péptido terapéutico en una célula. Se conocen generalmente en la técnica métodos de
suministro de genes basados en plasmidos.

Pueden disefiarse moléculas de transferencia de genes sintéticas para formar agregados multimoleculares con ADN
de plasmido. Estos agregados pueden disefiarse para unirse a una célula diana. Pueden usarse anfifilos cationicos,
incluyendo lipopoliaminas y lipidos catidnicos, para proporcionar transferencia de acido nucleico independiente de
receptor a células diana.

Ademas, pueden mezclarse lipidos catidnicos o liposomas catiénicos preformados con ADN de plasmido para
generar complejos de transfeccion de células. Se revisan métodos que implican formulaciones de lipidos catiénicos
en Felgner et al., Ann. N.Y. Acad. Sci. 772:126-139, 1995 y Lasic y Templeton, Adv. Drug Delivery Rev. 20:221-266,
1996. Para el suministro de genes, también puede acoplarse ADN a un péptido catidnico anfipatico (Fominaya et al.,
J. Gene Med. 2:455-464, 2000).

Pueden usarse métodos que implican componentes tanto basados en virus como no basados en virus segun la
solicitud. Por ejemplo, se describe un plasmido basado en virus de Epstein Barr (VEB) para el suministro de genes
terapéuticos en Cui et al., Gene Therapy 8:1508-1513, 2001. Adicionalmente, se describe un método que implica un
adjunto policatidnico/ligando/ADN acoplado a un adenovirus en Curiel, D. T., Nat. Immun. 13:141-164, 1994.

Adicionalmente, el acido nucleico que codifica para los péptidos terapéuticos puede introducirse en la célula diana
transfectando las células diana usando técnicas de electroporacion. Las técnicas de electroporacion se conocen bien
y pueden usarse para facilitar la transfeccién de células usando ADN de plasmido.

Pueden suministrarse in vivo vectores que codifican para la expresiéon de los péptidos terapéuticos a la célula diana
en forma de una preparacion inyectable que contiene un portador farmacéuticamente aceptable, tal como solucién
salina, segun sea necesario. Otros portadores farmacéuticos, formulaciones y dosificaciones pueden usarse también
segun la presente solicitud.

Cuando la célula diana incluye una neurona que esta tratdndose, tal como neuronas quiescentes o durmientes, el
vector puede suministrarse mediante inyeccion directa en una cantidad suficiente para que el péptido terapéutico se
exprese en un grado que permita una terapia altamente eficaz. Al inyectar el vector directamente en o alrededor de
la periferia de la neurona, es posible dirigir la transfeccion del vector de manera bastante eficaz, y minimizar la
pérdida de los vectores recombinantes. Este tipo de inyeccidn permita la transfeccion local de un nimero deseado
de células, especialmente en un sitio de lesion en el SNC, maximizando de ese modo la eficacia terapéutica de la
transferencia de genes, y minimizando la posibilidad de una respuesta inflamatoria a las proteinas virales. Pueden
usarse otros métodos de administracion del vector a las células diana y dependeran del vector especifico empleado.

El péptido terapéutico puede expresarse durante cualquier periodo de tiempo adecuado dentro de la célula diana,
incluyendo expresion transitoria y expresion estable, a largo plazo. En un aspecto de la solicitud, el acido nucleico
que codifica para el péptido terapéutico se expresara en cantidades terapéuticas durante un periodo de tiempo
definido eficaz para inducir la actividad y el crecimiento de las células transfectadas. En otro aspecto de la solicitud,
el acido nucleico que codifica para el péptido terapéutico se expresara en cantidades terapéuticas durante un
periodo de tiempo definido eficaz para restaurar la funcién perdida en una neurona seleccionada como diana tras
una lesion en el SNC.

Una cantidad terapéutica es una cantidad que puede producir un resultado médicamente deseable en un animal o
ser humano tratado. Tal como se conoce bien en las técnicas médicas, la dosificaciéon para cualquier animal o ser
humano depende de muchos factores, incluyendo el tamafio del sujeto, el area de superficie corporal, la edad, la
composicion particular que va a administrarse, el sexo, el momento y la via de administracion, la salud general y
otros farmacos que estan administrandose simultaneamente. Un experto en la técnica puede determinar facilmente
dosificaciones especificas de proteinas y acidos nucleicos usando los métodos experimentales descritos mas
adelante.

Los agentes terapéuticos descritos en el presente documento pueden ademas estar modificados (por ejemplo,
modificados quimicamente). Tal modificacién puede disefiarse para facilitar la manipulacién o purificacién de la
molécula, para aumentar la solubilidad de la molécula, para facilitar la administracion, dirigir a la ubicacion deseada,
aumentar o disminuir la semivida. Varias modificaciones se conocen en la técnica y puede aplicarlas el profesional
experto.

En algunas realizaciones, los agentes terapéuticos y las composiciones farmacéuticas que comprenden los agentes
terapéuticos descritos en el presente documento pueden suministrarse a neuronas del SNC y/o el SNP. Tales
neuronas pueden estar lesionadas o enfermas. Tales neuronas pueden ser alternativamente neuronas sanas, no
lesionadas. Tales neuronas pueden estar ubicadas en el sitio de lesion, o en un sitio incidente a la lesion. Las
neuronas que van a seleccionarse como diana para la administracién terapéutica, suministro/contacto de los agentes
y composiciones descritas en el presente documento seran neuronas a partir de las cuales se cree que la
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excrecencia neuronal es beneficiosa para el sujeto. Tal determinacion esta dentro de la capacidad del profesional
experto a través de no mas que experimentacién de rutina.

Los agentes terapéuticos y las composiciones farmacéuticas terapéuticas descritos en el presente documento
pueden también administrarse a células no neuronales del SNC y/o el SNP, tales como a células no neuronales que
proporcionan soporte a células neurales. Tales células incluyen, sin limitacion, células gliales (por ejemplo,
astrocitos, oligodendrocitos, ependimocitos, glia radial en el SNC; y células Schwann, células gliales satélite, células
gliales entéricas en el SNP).

En los métodos de tratamiento dados a conocer en el presente documento, se administra una cantidad
terapéuticamente eficaz del agente terapéutico al sujeto. En una realizacion, se administra una formulacion que
incluye el agente terapéutico al sujeto en el periodo desde el momento de, por ejemplo, una lesion al sistema
nervioso hasta aproximadamente 100 horas después de que se haya producido la lesién, por ejemplo en el plazo de
24,12 6 6 horas desde el momento de la lesion.

En una realizacion, la administracion es especifica para una o mas ubicaciones especificas dentro del sistema
nervioso del sujeto. El modo de administracion preferido puede variar segun el agente particular escogido y la diana
particular.

Cuando los agentes terapéuticos se administran a un sujeto, pueden administrarse mediante cualquier via
adecuada, incluyendo, por ejemplo, por via oral (por ejemplo, en capsulas, suspensiones o comprimidos), por via
sistétmica, o mediante administracion parenteral. La administracion parenteral puede incluir, por ejemplo,
administracion intramuscular, intravenosa, intraarticular, intraarterial, intratecal, subcutdnea o intraperitoneal. El
agente también puede administrarse por via oral, por via transdérmica, por via tépica, mediante inhalacién (por
ejemplo, intrabronquial, intranasal, inhalacién oral o gotas intranasales) o por via rectal. La administracion puede ser
local o sistémica tal como se indica.

Se contemplan tanto administracion local como sistémica en el presente documento. Las caracteristicas deseables
de administracion local incluyen lograr concentraciones locales eficaces del agente terapéutico asi como evitar
efectos secundarios adversos a partir de la administracion sistémica del agente terapéutico. En una realizacion, el
agente terapéutico puede administrarse mediante introduccién en el liquido cefalorraquideo del sujeto. En
determinados aspectos, el agente terapéutico puede introducirse en un ventriculo cerebral, la zona lumbar, o la
cisterna magna. En otro aspecto, el agente terapéutico puede introducirse localmente, tal como en el sitio de lesién
de los nervios o la médula espinal, en un sitio de dolor o degeneracién neural, o por via intraocular en contacto con
células neurorretinales.

Las formulaciones farmacéuticamente aceptables pueden suspenderse en vehiculos acuosos e introducirse a través
de jeringas hipodérmicas convencionales o usando bombas de infusion.

En otra realizacién, el agente terapéutico puede administrarse un sujeto por via intratecal. Tal como se usa en el
presente documento, el término “administracion intratecal” se pretende que incluya administrar un agente terapéutico
directamente en el liquido cefalorraquideo de un sujeto, mediante técnicas que incluyen inyeccion cerebroventricular
lateral a través de una trepanacién o puncién cisternal o lumbar o similares (descritas en Lazorthes et al., 1991, y
Ommaya, 1984). El término “region lumbar” se pretende que incluya el area entre la tercera y cuarta vértebra lumbar
(espalda inferior). El término “cisterna magna” se pretende que incluya el area donde termina el craneo y empieza la
médula espinal en la parte posterior de la cabeza. El “ventriculo cerebral” diez-n se pretende que incluya las
cavidades en el cerebro que son continuas con el canal central de la médula espinal. Puede lograrse administracion
de agente terapéutico a cualquiera de los sitios mencionados anteriormente mediante inyeccion directa del agente
terapéutico o mediante el uso de bombas de infusién. Pueden usarse bombas implantables o bombas externas y
catéter.

Para inyeccién, el agente terapéutico puede formularse en disoluciones liquidas, normalmente en tampones
fisiolégicamente compatibles tales como disoluciéon de Hank o disolucion de Ringer. Ademas, el agente terapéutico
puede formularse en forma sdlida y redisolverse o suspenderse inmediatamente antes de su uso. También se
incluyen las formas liofilizadas. La inyeccién puede ser, por ejemplo, en forma de una inyeccion en bolo o infusidn
continua (tal como usando bombas de infusion) del agente terapéutico.

En una realizacion, el agente terapéutico puede administrarse mediante inyeccién cerebroventricular lateral en el
cerebro de un sujeto, habitualmente en el plazo de 100 horas de cuando se produce una lesién (dando como
resultado un estado caracterizado por excreciencia axoénica aberrante de neuronas del sistema nervioso central) (tal
como en el plazo de 6, 12, 24 6 100 horas, inclusive, desde el momento de la lesion). La inyeccion puede realizarse,
por ejemplo, a través de una trepanacion hecha en el craneo del sujeto. En otra realizacion, el agente terapéutico
puede administrarse a través de una derivacion insertada quirdrgicamente en el ventriculo cerebral de un sujeto,
habitualmente en el plazo de 100 horas de cuando se produce una lesion (por ejemplo, en el plazo de 6, 12 6 24
horas, inclusive, desde el momento de la lesién). Por ejemplo, la inyeccidon puede realizarse en los ventriculos
laterales, que son mayores, aunque también puede realizarse inyeccidn en los ventriculos mas pequefios tercero y
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cuarto. En aun otra realizacion, el agente terapéutico puede administrarse mediante inyeccion en la cisterna magna,
0 zona lumbar de un sujeto, en el plazo de 100 horas de cuando se produce una lesién (tal como en el plazo de 6,
12 6 24 horas, inclusive, desde el momento de la lesion).

Un medio adicional de administracion al tejido intracraneal implica la aplicacién al epitelio olfativo, con posterior
transmisién al bulbo olfativo y transporte a porciones mas préximas del cerebro. Tal administracion puede ser
preparaciones nebulizadas o pulverizadas.

En otra realizacién, el agente terapéutico puede administrarse a un sujeto en el sitio de lesion, habitualmente en el
plazo de 100 horas de cuando se produce una lesion (por ejemplo, en el plazo de 6, 12 6 24 horas, inclusive, del
momento de la lesion).

En una realizacion adicional, se usan composiciones oftalmicas de los agentes terapéuticos descritos en el presente
documento para prevenir o reducir el dafio a los tejidos de retinales y de la papila éptica, asi como para potenciar la
recuperacion funcional tras dafio a los tejidos oculares. Los estados oftalmicos que pueden tratarse incluyen, pero
no se limitan a, retinopatias (incluyendo retinopatia diabética y fibroplasia retrolental), degeneracion macular,
isquemia ocular, glaucoma. Otros estados que van a tratarse con los métodos de la invencién incluyen dafio
asociado con lesiones a tejidos oftalmicos, tales como lesiones por isquemia-reperfusion, lesiones fotoquimicas, y
lesiones asociadas con cirugia ocular, particularmente lesiones a la retina o papila éptica por exposicion a la luz o
instrumentos quirurgicos. Las composiciones oftalmicas también pueden usarse como un adjunto a la cirugia
oftalmica, tal como mediante inyeccion vitrea o subconjutiva tras cirugia oftalmica. Los agentes terapéuticos pueden
usarse para el tratamiento agudo de estados temporales, o pueden administrarse de manera crénica, especialmente
en el caso de enfermedad degenerativa. Las composiciones oftdlmicas también pueden usarse de manera
profilactica, especialmente antes de cirugia ocular o procedimientos oftalmicos no invasivos u otros tipos de cirugia.

En algunas realizaciones, el agente terapéutico puede administrarse a un sujeto durante un periodo de tiempo
prolongado para producir excreciencia axénica 6ptima o brote y/o inhibir el marchitamiento. El contacto mantenido
con el compuesto activo puede lograrse, por ejemplo, mediante administracion repetida del/de los compuesto(s)
activo(s) durante un periodo de tiempo, tal como una semana, varias semanas, un mes o mas. La formulacién
farmacéuticamente aceptable usada para administrar el/los agente(s) terapéutico(s) también puede formularse para
proporcionar administracion mantenida del compuesto activo a un sujeto. Por ejemplo, la formulacion puede
administrar el compuesto activo durante al menos una, dos, tres o cuatro semanas, inclusive, tras la administracién
inicial al sujeto. Por ejemplo, un sujeto que va a tratarse segun la presente invencion, se trata con el compuesto
activo durante al menos 30 dias (o bien mediante administracion repetida o bien mediante el uso de un sistema de
administracion mantenida, o ambos).

La administracion mantenida del agente terapéutico puede demostrarse mediante, por ejemplo, el efecto terapéutico
continuado del agente terapéutico a lo largo del tiempo (tal como la administracion mantenida de los agentes puede
demostrarse mediante crecimiento axdnico continuado en neuronas del SNC en un sujeto). Alternativamente, la
administracion mantenida del agente terapéutico puede demostrarse detectando la presencia de los agentes
terapéuticos in vivo a lo largo del tiempo.

Los enfoques para la administracién mantenida incluyen el uso de una capsula polimérica, una minibomba para
administrar la formulacién, un implante biodegradable, o células autélogas transgénicas implantadas (véase la
patente estadounidense n.° 6.214.622). Los sistemas de bomba de infusién implantables (por ejemplo, bombas
INFUSAID (Towanda, PA)); véase Zierski et al., 1988; Kanoff, 1994) y bombas osméticas (comercializadas por Alza
Corporation) estan disponibles comercialmente y se conocen por lo demas en la técnica. Otro modo de
administracion es por medio de una bomba de infusién externamente programable e implantable. Los sistemas de
bomba de infusidn y sistemas de depdsito también se describen en, por ejemplo, las patentes estadounidenses n.°
5.368.562 y n.° 4.731.058.

Los vectores que codifican para los péptidos terapéuticos pueden a menudo administrarse con menor frecuencia que
los otros tipos de agentes terapéuticos. Por ejemplo, una cantidad eficaz de un vector de este tipo puede oscilar
entre aproximadamente 0,01 mg/kg y aproximadamente 5 6 10 mg/kg, inclusive; administrarse a diario, cada
semana, cada dos semanas, cada mes o con menor frecuencia.

La capacidad de administrar o expresar los péptidos terapéuticos permite la modulacién de la actividad celular en
varios tipos celulares diferentes. Los péptidos terapéuticos pueden expresarse, por ejemplo, en una célula de
corazon por medio de promotores especificos del corazén para modular las contracciones (o excitabilidad) del
corazon, en la médula espinal por medio del promotor HB9 para modular la actividad neuronal motora tras lesion de
la médula espinal, y en células neurales o areas del cerebro afectadas por enfermedades degenerativas, tales como
enfermedad de Parkinson, para controlar la excitabilidad en el area del cerebro de las células nerviosas de eleccion.

En algunas realizaciones, las neuronas derivadas del sistema nervioso central o periférico pueden ponerse en

contacto con los agentes terapéuticos ex vivo para promover la excreciencia axénica in vitro. Por consiguiente,
pueden aislarse neuronas de un sujeto y hacerse crecer in vitro, usando técnicas bien conocidas en la técnica, y
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después tratarse para modular la excreciencia axoénica. Brevemente, puede obtenerse un cultivo neuronal
permitiendo que las neuronas migren fuera de los fragmentos del tejido neural adherente a un sustrato adecuado (tal
como una placa de cultivo) o desagregando del tejido, tal como mecanica o enzimaticamente, para producir una
suspension de neuronas. Por ejemplo, pueden usarse las enzimas tripsina, colagenasa, elastasa, hialuronidasa,
ADNasa, pronasa, dispasa, o diversas combinaciones de las mismas. Se describen métodos para aislar tejido
neuronal y la desagregacion de tejido para obtener células aisladas en Freshney, CULTURE OF ANIMAL CELLS, A
MANUAL OF BASIC TECHNIQUE, (3?2 ed., 1994). Tales células pueden ponerse en contacto posteriormente con los
agentes terapéuticos en cantidades y durante una duracion de tiempo tal como se describié anteriormente. Una vez
se ha logrado modulacién de la excreciencia axénica en las neuronas, estas células pueden volver a administrarse al
sujeto, tal como mediante implantacion.

La capacidad de un agente para promover la regeneracion neural en un sujeto puede evaluarse usando cualquiera
de una variedad de procedimientos y ensayos conocidos. Por ejemplo, la capacidad de un agente para restablecer la
conectividad y/o funcién neural tras una lesion, puede determinarse histolégicamente (o bien cortando el tejido
neuronal y observando las ramificaciones neuronales, o mostrando transporte citoplasmico de colorantes). También
pueden valorarse los agentes monitorizando la capacidad del agente para restaurar completa o parcialmente el
electroretinograma tras dafio a la retina neural o nervio 6ptico; o para restaurar completa o parcialmente una
respuesta pupilar a la luz en el ojo dafado.

Otras pruebas que puede usarse incluyen pruebas convencionales de funcién neurolégica en sujetos humanos o en
modelos animales de lesion espinal (tal como pruebas de reflejos convencionales, pruebas uroldgicas, pruebas
urodinamicas, pruebas para apreciacion del dolor profundo y superficial, ubicacion propiosensible de las
extremidades posteriores, ambulacion y pruebas de potencial evocado). Ademas, la conduccion de impulsos
nerviosos puede medirse en un sujeto, tal como midiendo potenciales de accién de conduccién, como indicacion de
la produccién de un efecto neurosaludable.

Los modelos animales que pueden usarse en el presente documento incluyen el modelo de rata de transaccion
parcial, que somete a prueba qué tan bien puede un compuesto potenciar la supervivencia y el brote del fragmento
restante intacto de una médula espinal totalmente transectada. Por consiguiente, tras la administracion de un agente
candidato, estos animales pueden evaluarse para determinar la recuperaciéon de una determinada funcién, tal como
qué tan bien pueden las ratas manipular granulos de alimentos con los antebrazos (a los que se les habia cortado la
médula espinal relevante al 97%).

Otro modelo animal que puede usarse en los ensayos incluye el modelo de rata de accidente cerebrovascular. La
administracion a estos animales de los agentes puede usarse para valorar si un compuesto, via de administracién o
dosificacién dados, proporciona un efecto neuroregenerativo, tal como aumentar el nivel de funcién, o aumentar la
tasa de retencién de la funcién o el grado de retencién de funcion en los animales de prueba.

También pueden usarse evaluaciones neurolégicas convencionales usadas para valorar el progreso en pacientes
humanos tras un accidente cerebrovascular para evaluar la capacidad de un agente para producir un efecto
neurosaludable en un sujeto. Tales evaluaciones neurolégicas convencionales son rutinarias en las técnicas
médicas, y se describen en, por ejemplo, “Guide to Clinical Neurobiology” editado por Mohr y Gautier (Churchill
Livingstone Inc. 1995).

En algunas realizaciones, los agentes terapéuticos pueden usarse para tratar enfermedades, trastornos o estados
asociados con elementos del sistema nervioso, incluyendo los componentes centrales, somaticos, autonémicos,
simpaticos y parasimpaticos del sistema nervioso, tejidos neurosensoriales dentro del ojo, la oreja, la nariz, la boca u
otros drganos, asi como tejidos gliales asociados con células neuronales y estructuras. Los trastornos neuroldgicos
pueden provocarse por una lesién a una neurona, tal como una lesién mecanica o una lesién debido a un compuesto
téxico, por el crecimiento o desarrollo andmalo de una neurona, o por la regulacién errénea, tal como regulacién por
disminucion, de una actividad de una neurona. En una realizacién, los agentes terapéuticos pueden aplicarse a un
nervio dafado, el sitio de dafio del nervio o el sitio de reparacion del dafio del nervio. En algunas realizaciones, los
agentes terapéuticos se aplican al sitio de reparacion del nervio primario. El dafio al nervio puede representar una
transeccién del nervio (neurotmesis), en el que el nervio esta parcial o totalmente separado o una pequefa region
dafada y extirpada quirdrgicamente.

Los trastornos neuroldgicos pueden afectar perjudicialmente a las funciones del sistema nervioso tales como la
funcién sensorial (la capacidad para sentir cambios dentro del cuerpo y el medio exterior); la funcién integradora (la
capacidad de interpretar los cambios); y la funcién motora (la capacidad para responder a la interpretacion iniciando
una accion tal como una contraccién muscular o secrecién glandular).

Los ejemplos de trastornos neurolégicos lesiones traumaticas o tdxicas a nervios periféricos o craneales, médula
espinal o al cerebro, nervios craneales, lesion cerebral traumatica, accidente cerebrovascular, aneurisma cerebral y
lesion de la médula espinal. Otros trastornos neuroldgicos incluyen trastornos cognitivos y neurodegenerativos tales
como enfermedad de Alzheimer, demencias relacionadas con enfermedad de Alzheimer, (tales como enfermedad de
Pick), de Parkinson y otras enfermedades de cuerpos difusos de Lewy, demencia senil, enfermedad de Huntington,
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sindrome de Gilles de la Tourette, esclerosis multiple, esclerosis lateral amiotréfica, neuropatia sensorial y motora
hereditaria (enfermedad de Charcot-Marie-Tooth), neuropatia diabética, paralisis supranuclear progresiva, epilepsia,
y enfermedad de Jakob-Creutzfieldt. Los trastornos de la funcién autdbnoma incluyen hipertension y trastornos del
suefio.

También van a ftratarse con agentes terapéuticos descritos en el presente documento los trastornos
neuropsiquiatricos, tales como depresion, esquizofrenia, trastorno esquizoafectivo, psicosis de Korsakoff, obsesion,
trastornos de ansiedad, o trastornos fébicos, trastornos del aprendizaje o memoria (tales como amnesia y pérdida de
memoria relacionada con la edad), trastorno por déficit de atencion, trastorno distémico, trastorno depresivo mayor,
obsesion, trastorno obsesivo-compulsivo, trastornos por uso de sustancias psicoactivas, ansiedad, fobias, trastorno
de panico, trastorno afectivo bipolar, sindromes de dolor psicogénico y trastornos alimentarios. Otros ejemplos de
trastornos neuroldgicos incluyen lesiones al sistema nervioso debido a un enfermedad infecciosa (tal como
meningitis, fiebres altas de diversas etiologias, VIH, sifilis o sindrome postpolio) y lesiones al sistema nervioso
debido a electricidad (incluyendo contacto con electricidad o rayos, y complicaciones de la terapia psiquiatrica
electroconvulsiva). Los trastornos neuroldgicos asociados con estados oftalmicos incluyen dafio a la retina y al
nervio éptico, glaucoma y degeneracién macular relacionada con la edad.

El cerebro en desarrollo es una diana para la neurotoxicidad en el sistema nervioso central en desarrollo durante
muchas fases del embarazo asi como durante la infancia y segunda infancia, y los métodos de la invencion pueden
utilizarse en la prevencion o el tratamiento de déficits neuroldgicos en embriones o fetos en el utero, en lactantes
prematuros, o en nifios que necesitan tal tratamiento, incluyendo aquellos con defectos de nacimiento neuoroldgicos.
Los trastornos neuroldgicos adicionales incluyen, por ejemplo, los enumerados en HARRISON'S PRINCIPLES OF
INTERNAL MEDICINE (Braunwald et al., McGraw-Hill, 2001) y en la AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION'S
DIAGNOSTIC AND STATISTICAL MANUAL OF MENTAL DISORDERS DSM-IV (American Psychiatric Press, 2000).

Los agentes terapéuticos descritos en el presente documento también pueden usarse en un método para tratar un
estado médico asociado con una lesién neural. El estado médico puede referirse a cualesquiera trastornos del
movimiento, epilepsia, enfermedades cerebrovasculares, enfermedades autoinmunitarias, trastornos del suefio,
trastornos auténomos, trastornos de la vejiga urinaria, estados metabdlicos andmalos, trastornos del sistema
muscular, enfermedades infecciosas y parasitarias, neoplasias, enfermedades endocrinas, enfermedades
nutricionales y metabdlicas, enfermedades inmunoldgicas, enfermedades de la sangre y los érganos formadores de
sangre, trastornos mentales, enfermedades del sistema nervioso, enfermedades de los 6rganos sensoriales,
enfermedades del sistema circulatorio, enfermedades del sistema respiratorio, enfermedades del sistema digestivo,
enfermedades del sistema genitourinario, enfermedades de la piel y el tejido subcutaneo, enfermedades del sistema
musculoesquelético y tejido conjuntivo, anomalias congénitas, determinados estados que se originan en el periodo
perinatal, y sintomas, signos y estados mal definidos.

La enfermedad cerebrovascular tratable puede estar provocada por estados que incluyen, pero no se limitan a,
aneurismas, accidentes cerebrovasculares, arritmia, infarto de miocardio, lesién por isquemia-reperfusion vy
hemorragia general.

Las enfermedades autoinmunitarias tratables incluyen, pero no se limitan a, esclerosis multiple.

Los trastornos del suefio tratables mediante la presente solicitud pueden estar provocados por estados que incluyen,
pero no se limitan a, apnea del suefio y parasomnias.

Los trastornos auténomos tratables mediante la presente solicitud pueden estar provocados por estados que
incluyen, pero no se limitan a, trastornos gastrointestinales, que incluyen, pero no se limitan a trastornos de motilidad
gastrointestinal, nauseas, vomitos, diarrea, hipo crénico, enfermedad de reflujo gastroesofagico y hipersecrecion de
acido gastrico, insuficiencia autonémica; epiforesis excesiva, rinorrea excesiva; y trastornos cardiovasculares
incluyendo, pero sin limitarse a disrritmias y arritmias cardiacas, hipertension y enfermedad del seno carotideo.

Los trastornos de la vejiga urinaria tratables mediante la presente solicitud pueden estar provocados por estados que
incluyen, pero no se limitan a, lesion de la médula espinal y vejiga espastica o flacida.

Los estados metabdlicos andmalos tratables mediante la presente solicitud pueden estar provocados por estados
que incluyen, pero no se limitan a, hipertiroidismo o hipotiroidismo.

Los trastornos del sistema muscular tratables mediante la presente solicitud pueden incluir, pero no se limitan a,
distrofia muscular, y espasmos del tracto respiratorio superior y la cara.

Los agentes terapéuticos también pueden usarse para tratar dolor neuropatico provocado por estados que incluyen,
pero no se limitan a, migrafas, incluyendo migrafas con aura, migrafias sin aura, migrafias menstruales, variantes
de migrafia, migrafias atipicas, migrafias complicadas, migrafias hemipléjicas, migrafias transformadas y migrafias
diarias cronicas, cefaleas tensionales episddicas, cefaleas tensionales cronicas, cefaleas por rebote analgésico,
cefaleas en racimos episddicas, cefaleas en racimos cronicas, variantes de racimo, hemicraneas paroximales

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2699 658 T3

cronicas, hemicranea continua, cefalea postraumatica, dolor de cuello postraumatico, neuralgia posherpética que
implica la cabeza o cara, dolor por fractura de la columna vertebral secundaria a osteoporosis, dolor artritico en la
columna vertebral, cefalea relacionada con enfermedad cerebrovascular y accidente cerebrovascular, cefalea debido
a trastorno vascular, distrofia simpatica refleja, cervicalgia (que puede deberse a diversas causas, incluyendo, pero
sin limitarse a, muscular, discogénica o degenerativa, incluyendo artritica, relacionada con la postura o metastasica),
glosodinia, carotidinia, cricoidinia, otalgia debido a lesion del oido medio, dolor gastrico, ciatica, neuralgia maxilar,
dolor laringeo, mialgia de los musculos del cuello, neuralgia trigeminal (a veces también denominada tic doloroso),
cefalea post-puncién Ilumbar, cefalea de baja presion del liquido cerebroespinal, trastorno articular
temporomandibular, dolor facial atipico, neuralgia ciliar, neuralgia paratrigeminal (a veces también denominada
sindrome de Raeder); neuralgia petrosal, sindrome de Eagle, hipertensién intracraneal idiopatica, dolor orofacial,
sindrome de dolor miofascial que implica la cabeza, el cuello y hombros, neuralgia migrafiosa crénica, cefalea
cervical, pardlisis paratrigeminal, neuralgia SPG (a veces también denominada cefalea de la mitad inferior, sindrome
de neuralgia facial inferior, neuralgia de Sluder y sindrome de Sluder), carotidinia, neuralgia vidiana, causalgia y/o
una combinacién de lo anterior.

Tal como se usa en el presente documento, el término “cefalea” puede referirse a migrafas, cefaleas tensionales,
cefaleas en racimos, neuralgia trigeminal, cefaleas secundarias, cefaleas de tipo tensional, cefaleas crénicas y
episddicas, cefaleas por uso excesivo de medicacidn/rebote, cefaleas de hemicrania paroxismal crénicas, cefaleas
continuas hemicranias, cefalea postraumaticas, cefaleas posherpéticas, cefaleas vasculares, cefaleas relacionadas
con distrofia simpatica refleja, cefaleas por cervicalgia, cefaleas por carotidinia, cefaleas ciaticas, cefaleas
trigeminales, cefaleas occipitales, cefaleas maxilares, cefaleas ciliares, cefaleas paratrigeminales, cefaleas
petrosales, cefalea de Sluder, cefaleas vidianas, cefaleas de baja presién en el LCR, cefaleas de la ATM, cefaleas
por causalgia, cefaleas miofasciales, todas las cefaleas primarias (por ejemplo, cefalea punzante primaria, cefalea
por tos primaria, cefalea por esfuerzo primario, cefalea primaria asociada con actividad sexual, cefalea hipnética y
nueva cefalia diaria persistente), todas las cefalalgias autondémicas trigeminales (por ejemplo, hemicranias
paroxismales episddicas, SUNCT, todos los TAC probables y SUNA), cefaleas cronicas diarias, neuralgia occipital,
dolor facial atipico, dolor trigeminal neuropatico y cefaleas de tipo miscelaneo.

En todavia otras realizaciones, los agentes terapéuticos pueden usarse para promover la supervivencia, plasticidad
y/o crecimiento de células madre o células progenitoras. Las células madre pueden incluir cualquier célula madre
que expresa un receptor LAR fosfatasa, incluyendo célula madre o células progenitoras neurales. Los agentes
terapéuticos pueden administrarse a la célula madre o células progenitoras ex vivo, in vitro o in vivo. Cuando se
administran ex vivo o in vitro a las células madre o células progenitoras, la célula madre o progenitora puede
entonces trasplantarse a un sujeto para aplicaciones terapéuticas.

Para la célula madre/progenitora neural, por ejemplo, puede emplearse un método de trasplantar una(s) célula(s)
madre/progenitora(s) neural(es) a un area deseada que se usa generalmente en el campo de medicina regenerativa
junto con la administracion del agente terapéutico a las células o area. Mas especificamente, puede ejemplificarse,
por ejemplo, un método de trasplantar una(s) célula(s) madre/progenitora(s) neural(es) a un area de interés
mediante: inyeccion de células madre/progenitoras neurales en solucién salina tamponada con fosfato con el agente
terapéutico; y adicion/inyeccién de la suspension celular resultante al area.

En otras realizaciones, los agentes terapéuticos descritos en el presente documento pueden aplicarse a un injerto de
nervio. El injerto puede incluir cualquier tejido destinado para implantacion dentro de un ser humano o animal.
Diversos tipos de injerto se abarcan dentro de la invencién objeto, tales como autoinjertos, isoinjertos, aloinjertos y
xenoinjertos. El tamafo (por ejemplo, longitud y didmetro) del injerto no es critico. Por ejemplo, la longitud del injerto
de nervio puede ser desde aproximadamente 1 centimetro hasta aproximadamente 10 centimetros, o mas de
aproximadamente 10 centimetros. El diametro del injerto de nervio puede coincidir con el de cualquier nervio dafado
o parte de un nervio, segun sea necesario. El injerto de nervio puede ser un segmento estructuralmente completo de
nervio para acortar un espacio a lo largo de la longitud del nervio del receptor o para reemplazar el extremo distal, es
decir, para injertos de extremo a extremo. Alternativamente, el injerto de nervio puede ser un segmento de nervio
parcial, o de forma excéntrica (por ejemplo, un colgajo de nervio), y destinado a reconstruir un nervio lacerado que
tiene alguna alteracion estructural, pero que mantiene su continuidad fisica.

Cuando los agentes terapéuticos se aplican a un injerto de nervio, puede tratarse todo el injerto. Los agentes
terapéuticos pueden aplicarse a todo el injerto de nervio, en bloque. El tratamiento en bloque puede aplicarse a
injertos de nervios vivos (frescos) o previamente congelados. Los agentes terapéuticos también pueden aplicarse a
un injerto de nervio antes, durante o después de la implantacion. Los agentes terapéuticos pueden aplicarse a
cualquier porcion del injerto, tal como el extremo o extremos que van a unirse al mufién de un nervio dafado. Si el
agente terapéutico se aplica al nervio dafiado, el agente terapéutico puede aplicarse a cualquier area del nervio
dafado que promueve la reparacion del nervio dafiado, tal como en el sitio de dafio o adyacente al sitio de dafio.

El agente terapéutico puede colocarse en un medio de cultivo para aplicacion al injerto de nervio. El medio de cultivo
puede ser medio no definido, medio definido, o medio definido complementado con suero, por ejemplo. Las
realizaciones descritas en el presente documento también pueden incluir disoluciones en almacenamiento para el
almacenamiento de injertos de nervios antes de la implantaciéon. La disolucién en almacenamiento contiene un
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medio de cultivo y al menos un agente terapéutico. La disolucién en almacenamiento también puede incluir otros
agentes biolégicamente activos, tales como los factores de crecimiento descritos a continuacion.

En otras realizaciones, se sabe que una lesidon de la médula espinal, tal como hemisecciéon C2, conduce a un
aumento de proteoglicanos inhibidores dentro de la matriz extracelular y la red perineuronal ipsilateral con respecto a
la hemiseccion, pero distal con respecto a la lesion de médula espinal, a nivel del ndcleo motor frénico. Tal como se
comenta en la solicitud de patente estadounidense 10/754,102, que se incorpora en el presente documento como
referencia, el tratamiento con condroitinasa ABC (ChABC) degrada estas moléculas de matriz potencialmente
inhibidoras.

Se contempla en el presente documento que modificar enzimaticamente (por medio de condroitinasa: ChABC)
matrices extracelulares en las PNN que rodean a las neuronas motoras combinadas con la administracion de los
agentes terapéuticos puede maximizar la capacidad de brote y el impacto funcional de fibras nerviosas restantes. Se
contempla ademas que potenciar y/o propiciar un brote de fibra total mucho mayor en combinacién con potenciar la
salida fisiolégica de las neuronas en si actuara de forma sinérgica para mejorar la lesion de la médula espinal. Por
tanto, en otra realizacién, a los sujetos se les puede administrar condroitinasa ABC ademas de los agentes
terapéuticos descritos en el presente documento para propiciar una recuperaciéon incluso mas potenciada que
cualquier tratamiento usado solo. En algunas realizaciones, las inyecciones en bolo de ChABC en la vecindad de
una lesién del SNC pueden promover la funcién motora en un sujeto.

Los métodos descritos en el presente documento pueden incluir ademas administracion o puesta en contacto de una
célula (por ejemplo, una neurona) con un agente que bloquea inhibidores de la regeneracion, por ejemplo, un
compuesto que inhibe el bloqueo derivado de mielina de generacién neural. Inhibidores conocidos de excreciencia
neuronal (por ejemplo, de regeneracion en un sitio de lesion del SNC) son inhibidores derivados de mielina (por
ejemplo, Nogo- A, MAG, OMgp, Ehprin B3, Sema 4D y Sema 5A), inhibidores derivados de astrocitos (por ejemplo,
CSPG, KSPG, Ephrin B2 y Slit), inhibidores derivados de fibroblastos (por ejemplo, Sema 3A). El segundo agente
puede ser un antagonista para cualquiera de estos inhibidores. En una realizacioén, la célula se pone en contacto
ademas con uno o mas de tales agentes. En una realizacién, el agente inhibe un inhibidor de mielina de
regeneracion neural (por ejemplo, glicoproteina asociada con mielina (MAG), Nogo, mielina de oligodendrocitos
glicoproteina (OMgp)). Se dan a conocer inhibidores de MAG en la patente estadounidense n.° 5.932.542. Se dan a
conocer inhibidores de Nogo en la publicacion de solicitud de patente estadounidense n.° 2009/0215691. Se dan a
conocer inhibidores de OMgp en la publicacién de solicitud de patente estadounidense n.° 2008/0188411. La célula
puede ponerse en contacto con este agente antes, después y/o simultdneamente con el agente que inhibe la
interaccion de CSPG con PTPa.

En algunas realizaciones, la célula también puede ponerse en contacto con el agente que activa la ruta de
crecimiento de neuronas (por ejemplo, SNC). Algunos agentes incluyen pero no se limitan a factores neurotréficos
tales como inosina, manosa, gulosa, o glucosa-6-fosfato, tal como se describe en Li et al., 23 J. Neurosci. 7830
(2003); Chen et al., 99 PNAS 1931 (2002); y Benowitz et al., 273 J. Biol. Chem. 29626 (1998). TGF-#946;, y
oncomodulina tal como se describe en Yin et al., 23 J. Neurosci. 2284 (2003), son también agentes. Ademas,
pueden usarse los factores de crecimiento de polipéptidos tales como BDNF, NGF, NT-3, CNTF, LIF y GDNF. En
una realizacion, los métodos, que incluyen un agente que estimula la excreciencia neuronal, comprenden ademas
poner en contacto neuronas (por ejemplo, SNC) con un modulador cAMP que aumenta la concentracion de cAMP
intracelular (por ejemplo, cAMP) y/o poliaminas (Cai et al., 35 Neuron 711 (2002)). Por ejemplo, la capacidad de
células ganlionicas retinales de rata maduras de responder a manosa requiere cAMP elevado (Li et al., 2003).

La invencidn se ilustra adicionalmente mediante el siguiente ejemplo, que no se pretende que limite el alcance de las
reivindicaciones.

Ejemplo 1

Este ejemplo muestra que la exposicién a largo plazo a CSPG provoca que los conos de crecimiento se colapsen, se
estabilicen y se adhieren en exceso. En este ejemplo, un ensayo puntual usado para medir CSPG indujo
estabilizacion de neuronas sensoriales adultas.

Método

Se obtuvieron neuronas del ganglio de la raiz dorsal sensorial (DRG) de ratas hembras adultas y se hicieron crecer
en gradientes del agrecano de proteoglicano de sulfato de condroitina tal como se describié previamente. Se
recubrieron placas de lapso de tiempo delta-T con fondo de vidrio con poli-L-lisina (PLL) y se incubaron a
temperatura ambiente durante la noche. Se crearon puntos disolviendo agrecano 2 mg/ml en calcio y disolucion
salina tamponada con disolucién de Hanks libre de magnesio (HBSS). Se colocaron ocho puntos de 2 ul en una
mitad de cada plato y se les proporciond tiempo suficiente para que secaran sobre el vidrio. Se recubrieron
finalmente las placas en laminina 10 pg/ml durante 3 horas a 37°C. Tras la incubacion, se afnadieron seis mil
neuronas DRG disociadas adultas a cada placa en medios neurales basales A complementados con Glutamax,
pen/estrep y B27. Se permitieron crecer las células durante 4-6 dias.
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Inmediatamente antes del inicio del lapso de tiempo, se sellaron las placas delta T con un cubreobjetos de vidrio. Se
realizé6 microscopia de lapso de tiempo 100x con un objetivo calentado y una fase calentada para mantener las
células a 37 grados. Se obtuvieron imagenes cada 30 segundos y se unieron juntas para crear una pelicula de lapso
de tiempo. Se monitorearon el cono de crecimiento y la dinamica filopodial y se cuantificaron manualmente con
Metamorph.

Resultados

Las figuras 1 y 2(A-D) muestran que neuronas sensoriales adultas expuestas a gradientes del agrecano CSPG se
estabilizaron en una region particular del borde del punto y se sobreadherieron al sustrato, lo que conduce a una
falta de formacién de conos de crecimiento, extensiones filopodiales y motilidad. Se anclaron en su sitio 22 de 24
conos de crecimiento examinados (92 por ciento) y no fueron moviles a los 4-6 dias in vitro.

Ejemplo 2

Este ejemplo muestra que la expresion de LAR es mayor en conos de crecimiento estabilizados que en conos
moviles. En este ejemplo, se llevd a cabo el ensayo de puntos en cubreobjetos de vidrio con unas pocas
alteraciones de la técnica usada para microscopia de lapso de tiempo. Tras el tratamiento con PLL, se secaron los
cubreobjetos y se recubrieron con una pequefia cantidad de nitrocelulosa para aumentar las interacciones adhesivas
necesarias para la formacion de puntos. Tras el secado de nitrocelulosa, se sembraron 4 puntos sobre cada
cubreobjetos (una en cada cuadrante) usando agrecano 700 ug/ml, laminina 5 ung/ml disuelta en HBSS. Tras secar,
los cubreobjetos se recubrieron en laminina 5ug/ml a 37°C durante 3 horas. Se afiadieron 2.000 neuronas adultas
del ganglio de la raiz dorsal disociada a cada cubreobjetos en medios neurales basales A complementados con
Glutamax, pen/estrep y B27. Ademas, se afadieron péptidos a la concentracién requerida en el momento de la
siembra. Se permitié que las células crecieran durante 5 dias antes de la fijacion en paraformaldehido al 4%.

Se fijaron portaobjetos y se tifieron para anti-PTPc de cabra (1:100, R&D systems) y anti-tubulina Bs de ratén
(Invitrogen, 1:500). Se obtuvieron imagenes de axones y conos de crecimiento a 100x. Se analizé la densidad de
PTPo en el cono de crecimiento y compartimentos axonales en Imaged (N=40 para cada neurona distréfica y no
distrofica).

La figura 3 muestra que la densidad de PTPo se concentrd significativamente en conos de crecimiento estabilizados
y distréficos frente a conos de crecimiento méviles sobre laminina.

Ejemplo 3

Tal como se ilustra esquematicamente en la figura 4, la familia de fosfatasas relacionadas con el antigeno
leucocitario (LAR) consiste en tres miembros: el propio LAR, proteina tirosina fosfatasa receptora Sigma (RPTPc) y
proteina tirosina fosfatasa receptora delta (PPTPS). Informes recientes han mostrado una interaccion de unién entre
LAR o RPTPc y las cadenas laterales de azucares de proteoglicano de sulfato de condroitinas (CSPG), moléculas
que son altamente inhibidoras del crecimiento, plasticidad y regeneracién neural. Ademas, el andlisis de
cristalografia y secuencia muestra que los tres miembros de la familia contienen el mismo dominio de unién y bolsillo
de unidén, lo que proporciona evidencia de que RPTPS también puede ser un receptor funcional para CSPG. El
analisis estructural y de secuencia ha revelado que todos los miembros de la familia LAR contienen un motivo hélice-
bucle-hélice en forma de cufa en el primer dominio catalitico intracelular que media en la interaccion del receptor
homo/heterofilico. Usando miméticos peptidicos de este dominio de cufia marcado con una secuencia TAT
localizadora citosdlica, la actividad LAR se abolié con éxito en los paradigmas de sefalizacion de neurotrofina. Se
utilizé NIH BLAST para identificar la secuencia ortdloga en RPTPc y RPTPS y se disefid un dominio de cuia péptido
para cada diana. Los péptidos se acufiaron con péptido de bloqueo LAR intracelular (ILP), péptido de bloqueo
intracelular de Sigma (ISP) y péptido de bloqueo delta intracelular (IDP). De manera interesante, este dominio esta
altamente conservado entre vertebrados superiores, lo que indica una regién funcionalmente importante.

Cufia de PTPc de rata y raton: DMAEHMERLKANDSLKLSQEYESI (SEQ ID NO: 20 y 21).

Cufia de PTPo de ser humano: DMAEHTERLKANDSLKLSQEYESI (SEQ ID NO: 33)

El péptido se marcé conjugado con HIV-TAT para crear péptidos de bloqueo de la funcién:

HIV-TAT

NH2GRKKRRQRRRCDMAEHMERLKANDSLKLSQEYESI-NH2PTPo raton/rata (SEQ ID NO: 53 y 54).

NH2GRKKRRQRRRCDMAEHTERLKANDSLKLSQEYESI-NH2PTPo ser humano (SEQ ID NO: 66).
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NH2GRKKRRQRRRCDLADNIERLKANDGLKFSQEYESI-NHSLAR (SEQ ID NO: 55).

NH2GRKKRRQRRRCEL ADHIERLKANDNLKFSQEYESI-NH2PTPdelta (SEQ ID NO: 56).

NH2GRKKRRQRRRCIREDDSLMLYALAQEKKESNMHES-NH2 Aleatorizado de Sigma (SEQ ID NO: 57).

Estos péptidos se encargaron de Genscript y se disolvieron en agua y se almacenaron a largo plazo a -80°C. Se
afiadieron péptidos a los medios en el momento de siembra neuronal.

Después de 5 dias in vitro, se fijaron las células y se tifieron para anti-tubulina Bz de ratdn (verde). Se conté el
numero de procesos que abarcaban completamente el gradiente y se normalizaron frente al niumero cuerpos de
células neuronales sobre cada punto individual.

Resultados

Las figuras 5-7 muestran que el dominio de cufia péptido para PTPc (ISP) permite que las neuronas amplien los
procesos que cruzan los gradientes de CSPG. El tratamiento era dependiente de la dosis, con un cruce éptimo a
2,5 um. Ademas, el péptido LAR (ILP) también permite que las neuronas tengan gradientes transversales de CSPG
(figura 6). Ni el control de vehiculo ni el péptido ISP-TAT aleatorizado permitieron extensiones neuronales a través
del gradiente. En el lapso de tiempo, el tratamiento con ISP evitd la estabilizacién axonal y sobreadhesién, lo que
permite que conos de crecimiento amplien los filapodios y permanezcan modviles. El 65% de los conos de
crecimiento analizados era aun méviles a los 4-6 dias in vitro, en contraposiciéon con el 8% en la condiciéon de
control.

Ejemplo 4

Este ejemplo describe métodos de generar una lesidon contusiva moderada/grave de la médula espinal con el
dispositivo de Infinite Horizon en ratas hembra adultas Sprague-Dawley para ensayos de lesion de la médula espinal
(SCIl) usados en los ejemplos 5-8. En resumen, se anestesiaron las ratas profundamente con un coctel de
ketamina/xilazina. Una vez debajo, se afeitd la espalda y se esterilizd con lodina y etanol. Usando una entrada
dorsal, se expusieron las vértebras lumbares 7-10 mediante una incisién de la piel y en los segmentos 8 y 9 se
realizé una laminectomia para exponer la médula espinal intacta. Se estabilizaron la columna vertebral y médula
espinal en un marco esterotaxico antes del impacto contusivo. Finalmente, las ratas se sometieron a una contusién
de Infinite Horizon de 250 kd centrada en la linea media sin tiempo de permanencia. Tras la sutura muscular y el
grapado de la piel, se colocaron los animales sobre una almohadilla caliente a 37°C y se les permiti6 un amplio
acceso a los alimentos y al agua al despertarse de la cirugia. Se monitorizé el dolor, y los animales con dolor
recibieron una dosis baja de Marcaine en el sitio de inyeccion. Se proporcionaron solucién salina y gentamicina
(antibiético) durante 5 dias tras la cirugia para evitar infecciones de la vejiga. Este experimente se realiz6 de
principio a fin 3 veces. N-=15 ISP, N=11 vehiculo y N=6 ILP.

Se dividieron aleatoriamente los animales en tres grupos, control de vehiculo, ISP o ILP. Se disolvié en primer lugar
péptido ISP o ILP liofilizado en agua estéril a una concentraciéon de 2,5 mM. Para crear tratamientos individuales
para cada animal, el péptido se diluyé adicionalmente hasta una concentracion de 5 M en una disolucion de
vehiculo de DMSO al 5% en solucion salina estéril. Se tomaron alicuotas de 25 ml de cada tratamiento (ILP, ISP o
vehiculo) en 50 tubos Eppendorf individuales, conteniendo cada uno 500 pl. Se almacenaron los farmacos a -20 y se
descongelaron inmediatamente antes de su uso. Cada animal recibié 500 pl de o bien vehiculo, ISP 5 uM o bien ILP
5 uM por via subcutanea en la espalda por encima de la lesion cada dia, empezando 1 dia después de la lesion y
durando 7 semanas (49 tratamientos, 11 pg/rata/dia).

Ejemplo 5

Este ejemplo muestra movimientos de las extremidades posteriores y patrones locomotores segun la escala Basso,
Beattie y Bresnahan para locomocion posterior a SCI de animales con SCI tratados con vehiculo y animales con SCI
tratados con péptido LAR.

Métodos

Se permiti6 que los animales vagaran libremente sobre una mesa durante tres minutos, mientras que sus
movimientos de extremidades posteriores y patrones locomotores estaban clasificAndose por un observador ciego
segun la escala Basso, Beattie y Bresnahan para locomocién posterior a SCI (Basso et al, 1995). Se realizé el
comportamiento en los dias tras la lesidon 1, 4, 7 y después semanalmente durante 10 semanas adicionales. Se
llevaron a cabo analisis estadisticos mediante mediciones repetidas de ANOVA de 2 factores.

Resultados
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Las figuras 8 y 9 muestran que tras un periodo inicial de choque espinal, todos los grupos de tratamiento
recuperaron el movimiento basico de las extremidades posteriores 2 semanas después de la lesion, con un
promedio de puntuacion de BBB de 9 (soporte de peso de la extremidad posterior sin pisada). En el transcurso de
las proximas 10 semanas, tanto los animales tratados con vehiculo como los animales tratados con péptido LAR se
recuperaron solo un poco mas alla de este punto, recuperando en promedio la capacidad para tomar la ocasional
paso ponderado. En promedio, los animales tratados con ISP continuaron recuperandose, alcanzando una
puntuacién de 12 a las 6 semanas (pisada uniforme con coordinacién de extremidad delantera y extremidad
posterior ocasional) y mas de 13 en 7 semanas (entre coordinacion frecuente y uniforme). Individualmente, los
animales alcanzaron una puntuacion de 19, que es una locomocién casi perfecta con la cola en alto, separacion de
los dedos uniforme en los pasos y colocacion correcta de la pata. Los animales adicionales alcanzaron puntuaciones
casi normales de 18,5y 18. 7 de 15 animales recuperaron al menos pisada coordinada frecuente.

Ejemplo 6

Este ejemplo muestra los resultados de la prueba de caminata sobre rejilla de animales con SCI tratados con
vehiculo y los animales con SCI tratados con péptido LAR.

Métodos

Se permitié que los animales vagaran libremente sobre una rejilla de alambre (100 cm x 75 cm, con huecos de 1cm?
en el alambre) 12 semanas tras la lesion de la médula espinal. Mientras una camara superior rastreaba y calculaba
la distancia total recorrida (Ethovision), un observador ciego conté manualmente el numero de errores de pie. Los
datos se presentan como el numero total de errores del pie izquierdo y derecho por metro recorrido. La prueba de
caminata sobre rejilla se realizé solo una vez para evitar que los animales entrenen y mejoren artificialmente
(fenémeno de rehabilitacion).

Resultados

Se usé la prueba de caminata sobre rejilla para medir la recuperacion de la coordinacién sensorimotora y el
equilibrio. Las figuras 10 y 11 muestran que en promedio, los animales tratados con vehiculo cometieron 6 errores
de pie por metro recorrido sobre la rejilla. El tratamiento con ILP condujo a una mejora muy ligera insignificante en
errores de pie en la prueba de caminata sobre rejilla. Los animales tratados con ISP cometieron significativamente
menos errores de pie que los animales tratados con vehiculo y tratados con ILP en promedio. Ademas, varios
animales cometieron menos de 3 errores de pie, o que sugiere una recuperacion casi completa de este
comportamiento.

Ejemplo 7

Este ejemplo muestra recuperacion de la funcion urinaria de animales con SCI tratados con vehiculo y animales con
SCI tratados con péptido ISP.

Métodos (jaulas metabdlicas):

Se colocaron los animales en jaulas metabdlicas durante la noche durante un ciclo de oscuridad (16 horas). Se
separdé la orina y se recogid en una jeringa conectada a un transductor de fuerza. El aumento en la fuerza
correspondiente a cada vacio individual se representé graficamente en Spike 2. Los graficos se muestrearon en
Excel y se confirmaron manualmente para contar el nimero total de huecos y el volumen promedio de cada hueco.

(Urodinamica)

En un experimento terminal, se anestesiaron los animales con uretano a las 14 semanas tras la lesion. Esta
anestesia evita los movimientos excesivos mientras se conservan los reflejos de la vejiga. Se insertd un catéter a
través de la uretra y en la vejiga para permitir una perfusion lenta con solucion salina. Ademas, se insertaron dos
electrodos a través de la vagina en el esfinter uretral externo para medir la actividad muscular. Tanto la actividad
muscular como presion (medida a través del catéter) se representaron graficamente en Spike 2.

Resultados

Se midid la recuperacion del comportamiento urinario con jaulas metabdlicas. Se colocaron los animales en jaulas
metabdlicas durante un ciclo de oscuridad a las 4, 8 y 12 semanas tras la lesién donde se midieron las micciones por
medio de un transductor de fuerza. La figura 12 muestra que aunque no se observé recuperacion significativa en
promedio a las 4 u 8 semanas, ISP condujo a un aumento significativo en la frecuencia de huecos a las 12 semanas
tras la lesion. Aunque los animales no sometidos previamente a experimentacion orinan dos veces a la hora en
promedio, los animales tratados con vehiculo y tratados con ILP tienen una frecuencia significativamente disminuida,
una vez cada dos horas, con volumen/hueco significativamente aumentado. El tratamiento con ISP aumento
significativamente la frecuencia tras la lesién de huecos en dos veces en promedio, alcanzando multiples animales
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niveles de frecuencia de miccién normales (sin experimentacion).

Para someter a prueba si los animales tenian control total de la contractilidad de los musculos de la vejiga y del
musculo del esfinter, los animales se sometieron a analisis de urodinamica temporales a las 14 semanas tras la
lesion. Bajo urodinamica y perfusion lenta de solucion salina en la vejiga, los animales no sometidos previamente a
experimentacion contraen los musculos de la vejiga lo que conduce a un aumento intenso en la presién en la vejiga
(trazo superior). La caida de la presion corresponde al estallido del esfinter uretral externo, que ayuda a expulsar la
orina de los animales. Ambos de estos comportamientos se pierden por completo después de una lesion de la
médula espinal, donde el aumento gradual de la presidén en la vejiga conduce finalmente a que se alcance un
maximo y se salga la solucién salina. El esfinter uretral externo ocasionalmente estalla, pero no se correlaciona con
las contracciones del detredor de la vejiga que conducen a la evacuacién inadecuada de la orina (diseneracion del
esfinter detractor). Las figuras 13(A-B) muestran que tras el tratamiento con ISP, muchos animales recuperaron las
contracciones coordinadas de la vejiga con estallido del esfinter uretral externo en patrén (marcado por flechas
rojas).

La recuperacion mas alla de la de los animales tratados con vehiculo se defini6 como mayor que dos desviaciones
estandar mejor que la media del vehiculo (miccion y BBB). Se colocaron los animales en cada grupo. 13 de 15
animales mostraron mejoras de comportamiento significativas, recuperando 4 animales una funcién significativa en
los tres comportamientos.

Ejemplo 8

Este ejemplo muestra la expresion de 5HT de animales con SCI tratados con vehiculo y los animales con SCI
tratados con péptido ISP.

Métodos

Los animales se perfundieron transcardialmente con paraformaldehido al 4% y se diseccioné la columna vertebral.
Después de un dia adicional en PFA, las médulas espinales se diseccionaron y se sometieron a crioproteccion
durante 3-7 dias en el 30% de sacarosa. El segmento correspondiente a L1-L3 se incrustd y las secciones
transversales de 20 uM se colocaron en portaobjetos.

Los portaobjetos se bloquearon con suero de cabra al 5% y se sondaron con un anticuerpo primario contra 5HT
(1:500, Immunostar). Después de un lavado e incubacién con el anticuerpo secundario apropiado, los portaobjetos
se cubrieron y se sellaron. Se tomaron imagenes en un microscopio fluorescente a 2x con exposicién, ganancia,
gamma y desplazamiento idénticos para hacer comparaciones entre portaobjetos.

Para el analisis de densidad axonica, se describié la materia gris y se calcul6 la intensidad de pixeles media en
Imaged. Dado que se observé una tinciéon minima en las columnas dorsales, la intensidad de pixel de esta region se
resté como fondo interno de cada seccion individual. Se analizé una seccién seleccionada al azar cada 200 um en
una distancia total de 2 cm (10 segmentos). Se elimind la intensidad de pixel mas alta y mas baja, con los 8
restantes promediados.

Resultados

5HT es un neurotransmisor critico en la médula espinal cuya funcién es controlar la ganancia y la excitabilidad de las
redes motoras. Cuando se combina con otros tratamientos, los agonistas SHT pueden aumentar significativamente
los comportamientos motores después de una lesién de la médula espinal. Se realizé tincién para determinar la
expresion de 5HT en la médula espinal lumbar, multiples segmentos por debajo del nivel de lesiéon. La médula
espinal lumbar contiene los marcapasos para la locomocién de las extremidades posteriores y el control de la vejiga
y contiene las neuronas motoras de las piernas y los musculos de la vejiga. La figura 14 muestra que en animales no
sometidos previamente a experimentacion, la expresion de 5HT, o densidad axénica, fue muy alta, con patrones de
tincion uniformes en la materia gris izquierda y derecha. A mayor aumento, puede observarse que las fibras
penetran en la materia blanca. 14 semanas después de la lesion de la médula espinal, la expresion de 5HT es
significativamente menor en los animales de control tratados con vehiculo, y solo quedan unos pocos parches
pequefios en la materia gris. El tratamiento con ISP condujo a un aumento dramético en la tincién con 5HT en toda
la materia gris. La tincidon fue notablemente robusta y vari6 mucho de una seccién a otra en parches discretos no
uniformes en toda la materia gris. Este patrén sugiere brote y/o regeneracién de 5HT en centros de salida de motor
ahorrados. El aumento en la expresion 5HT se correlaciono bien con la recuperacién del comportamiento, ya que los
dos animales que no responden a ISP no mostraron un aumento dramatico en la expresién 5HT. La cuantificacidon
mostré nuevamente que la expresion de 5HT en la materia gris aumenté significativamente (figura 15).

Ejemplo 9

Se identificaron varias proteinas y rutas que actian aguas abajo de la familia LAR fuera de la actividad fosfatasa
(figura 4). De estas, Caskina (Ckn) y la proteina de interaccion con LAR a (Liprina-a) tienen papeles criticos tanto en
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la formacién de sinapsis como en la guia axénica. mCkn1 se une directamente a mLAR y mPTPRS, y mCkn2 se une
directamente a mLAR y mPTPo en un sistema de interaccidon de dos hibridos de levadura. Se maped la interaccion
de Ckn con fosfatasas de la familia LAR en una regiéon que contenia dos motivos alfa estériles (dominios SAM)
dominio que justifica el fenotipo. Se cre6 un mapa de homologia para miembros de la familia Ckn de Drosophila,
ratén, rata y ser humano usando BLAST para alinear las secuencias de registro de proteina tal como se muestra en
la tabla 3.

La tabla 3 muestra que el primer dominio SAM se conserva entre miembros de la familia Ckn. Se disefio un péptido
de 20 aminoacidos que se supone que actia como un pequefio competidor de molécula de la unidon de
fosfatasa/Ckn de la familia LAR, y mitiga la sefializacion de la familia LAR aguas abajo. El trabajo en el sistema
Drosophila identifica la regiéon C-terminal de dCkn segun sea necesario para eventos de sefalizacion aguas abajo.
Se disefaron péptidos de 20 aminoacidos para mCkn1 y mCkn2 que pueden actuar potencialmente como pequefios
competidores de molécula para dianas aguas abajo, aunque estas dianas.

Tabla 3

Alineacion del extremo C-terminal de Caskina1

dCkn 888 VSVNVLNDIGNMANLTDELDAMLEEEKRV 917 |SEQID NO: 75
mCkn1 1376 |STGSILEDIGSMFDDLADQLDAMLE 1400 |SEQ ID NO: 76
rCkn1 1406 |STGSILEDIGSMFDDLADQLDAMLE 1430 |SEQ ID NO: 77
hCkn1 1325 |STGSILEDIGSMFDDLADQLDAMLE 1349 |SEQ ID NO: 38
Alineacion del extremo C-terminal de Caskina2

dCkn 888 VSVNVLNDIGNMANLTDELDAMLEEEKRV 317 |SEQID NO: 78
mCkn2 1177  |STKHILDDISTMFDALADQLDAMLD 1201 |SEQ ID NO: 79
rCkn2 1176  |STKHILDDISTMFDALADQLDAMLD 1200 |SEQ ID NO: 80
hCkn2 1178 | STKHILDDISTMFDALADQLDAMLD 1202 |SEQ ID NO: 39
Alineacion del dominio SAM de Caskina

dCkn 284 PTIARMTPEDLTAIGIKNPHHRERIKQRID 313 |SEQID NO: 81
mCkn1 519 PTISRMTPEDLTAIGVTKPGHRKKITAEIS 548 |SEQ ID NO: 82
mCkn2 517 PTISRMTPEDLTAIGVTKPGHRKKIASEIA 546 |SEQID NO: 83
rCkn1 503 PTISRMTPEDLTAIGVTKPGHRKKITAEIS 532 |SEQID NO: 84
rCkn2 517 PTISRMTPEDLTAIGVTKPGHRKKIASEIA 546 |SEQID NO: 85
hCkn1 419 PTISRMTPEDLTAIGVTKPGHRKKIAAEIS 448 |SEQID NO: 40
hCkn2 518 PTISRMTPEDLTAIGVTKPGHRKKIASEIA 547 |SEQ ID NO: 86
Péptidos de bloqueo de la funcion aguas abajo

TAT-Caskina1/2_SAM “:z-GRKKRRQRRRMTPEDLTAIGVTKPGHRKKI- SEQ ID NO: 71

2

TAT-Caskina1_C NH2-GRKKRRQRRRLEDIGSMFDDLADQLDAMLE SEQID NO: 72
TAT-Caskina2_C NH2-GRKKRRQRRRLDDISTMFDALADQLDAMLD SEQID NO: 73

Los miembros de la familia Liprina desempefian papeles en el desarrollo y mantenimiento de las sinapsis (se plantea
la hipétesis de que Liprina-a puede actuar en la transduccidon de sefiales aguas abajo de LAR fosfatasas. La
seleccion de interaccion de 2 hibridos de levadura implica el primer dominio SAM de miembros de la familia Liprina-a
como region de union para miembros de la familia LAR fosfatasa. Se disefié un péptido de 20 aminoacidos que
corresponde a una region idéntica dentro del primer dominio SAM de los 4 miembros de la familia Liprina-a (tabla 4).
Es interesante que los 4 ortdlogos de Liprina-a conserven esta regién idéntica a través de la evolucion, lo que
implica que esta regién es funcionalmente importante. Se plantea la hipotesis de que este pequefio competidor de
molécula puede usarse para alterar las interacciones de LAR-Liprina-a1-4, alterando la sefializacion aguas abajo de
miembros de la familia LAR fosfatasa.

Tabla 4
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Alineacion de SAM alfa de Liprina

mLa1 |921 | WLELWGMPAWYVAACRANVKSGAIMSALSD 950 |[SEQ ID NO: 41
mLa2 |906 | WLELWGMPAWYVAACRANVKSGAIMSALSD 935 |SEQ ID NO:87
mLa3 |898 | WLELWGMPAWYVAACRANVKSGAIMANLSD 927 |SEQ ID NO:88
mLa4 |803 | WLELWGMPAWYVAACRANVKSGAIMSALSD 833 |SEQ ID NO:89
rLal |666 | WLELWGMPAWYVAACRANVKSGAIMSALSD 695 |SEQ ID NO:90
rLa2 907 |WLELWGMPAWYVAACRANVKSGAIMSALSD 936 |SEQ ID NO:91
rLa3 |896 | WLELWGMPAWYVAACRANVKSGAIMANLSD 925 |SEQ ID NO:92
rLa4 |697 |WLELWGMPAWYVAACRANVKSGAIMSALSD |726 |SEQ ID NO:93
Péptidos de bloqueo de la funcion aguas abajo

TAT-Liprina alfa 1 NH2-GRKKRRQRRRGMPAWYVAACRANVKSGAIM-NHz |SEQ ID NO: 74

Lista de secuencias

<110> Case Western Reserve University

<120> COMPOSICIONES Y METODOS PARA INHIBIR LA ACTIVIDAD DE FOSFATASAS DE LA FAMILIA LAR
<130> C 9757/RN

<140> Documento EP 13775928.8
<141> 09-04-2013

<150> Documento US 61/621.623
<151> 09-04-2012

<160> 93
<170> PatentIn versién 3-5

<210> 1
<211>33
<212> PRT
<213> Ratoén

<400> 1
Pro Ile Pro Ile Thr Asp Leu Ala Asp Asn Ile Glu Arg Leu Lys Ala
1 5 10 15

Asn Asp Gly Lys Leu Phe Ser Gln Glu Tyr Glu Ser Ile Asp Pro Gly
20 25 30

Gln
<210>2
<211> 33

<212> PRT
<213> Coronavirus de rata

<400> 2
Pro Ile Pro Ile Thr Asp Leu Ala Asp Asn Ile Glu Arg Leu Lys Ala
1 5 10 15

Asn Asp Gly Lys Leu Phe Ser Gln Glu Tyr Glu Ser Ile Asp Pro Gly
20 25 30

Gln
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<210> 3

<211>33

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3
Pro Ile Pro Ile Thr Asp Leu Ala Asp Asn Ile Glu Arg Leu Lys Ala
1 5 10 15

Asn Asp Gly Lys Leu Phe Ser Gln Glu Tyr Glu Ser Ile Asp Pro Gly
20 25 30

Gln

<210>4
<211> 33
<212> PRT
<213> Ratén

<400> 4
Pro Ile Pro Ile Thr Asp Met Ala Glu His Met Glu Arg Leu Lys Ala
1 5 10 15

Asn Asp Ser Leu Lys Leu Ser Gln Glu Tyr Glu Ser Ile Asp Pro Gly
20 25 30

Gln

<210>5

<211> 33

<212> PRT

<213> Coronavirus de rata

<400> 5
Pro Ile Pro Ile Thr Asp Met Ala Glu His Met Glu Arg Leu Lys Ala
1 5 10 15

Asn Asp Ser Leu Lys Leu Ser Gln Glu Tyr Glu Ser Ile Asp Pro Gly
20 25 30

Gln

<210>6

<211> 33

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Pro Ile Pro Ile Ala Asp Met Ala Glu His Thr Glu Arg Leu Lys Ala
1 5 10 15

Asn Asp Ser Leu Lys Leu Ser Gln Glu Tyr Glu Ser Ile Asp Pro Gly
20 25 30

Gln
<210>7
<211>33

<212> PRT
<213> Ratoén
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<400>7
Pro Ile Pro Ile Leu Glu Leu Ala Asp His Ile Glu Arg Leu Lys Ala
1 5 10 15

Asn Asp Asn Leu Lys Phe Ser Gln Glu Tyr Glu Ser Ile Asp Pro Gly
20 25 30

Gln

<210> 8

<211> 33

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8
Pro Ile Pro Ile Leu Glu Leu Ala Asp His Ile Glu Arg Leu Lys Ala
1 5 10 15

Asn Asp Asn Leu Lys Phe Ser Gln Glu Tyr Glu Ser Ile Asp Pro Gly
20 25 30

Gln

<210>9

<211> 22

<212> PRT

<213> Xenopus borealis (PTP sigma)

<400> 9
Asp Leu Ala Glu His Thr Glu His Leu Lys Ala Asn Asp Asn Leu Lys
1 5 10 15

Ser Gln Glu Tyr Glu Ser
20

<210>10

<211> 22

<212> PRT

<213> Anolis carolinensis (PTP Sigma)

<400> 10
Asp His Thr Glu His Glu Leu Lys Ala Asn Asp Asn Leu Lys Leu Ser
1 5 10 15

Gln Glu Tyr Glu Ser Ile
20

<210> 11

<211>24

<212> PRT

<213> Pez cebra (PTP Sigma)

<400> 11
Glu Leu Ala Glu His Thr Glu Leu Leu Lys Ala Asn Asp Asn Leu Lys
1 5 10 15

Leu Ser Gln Glu Tyr Glu Ser Ile
20
<210> 12

<211>24
<212> PRT
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<213> Tilapia (PTP sigma)

<400> 12
Glu Leu Ala Glu His Thr
1 5

Leu Ser Gln Glu Tyr Glu
20

<210> 13

<211> 24

<212> PRT

<213> Pollo (PTP Sigma)

<400> 13

Glu Leu Ala Glu His Thr

1 5

Leu Ser Gln Glu Tyr Glu
20

<210> 14

<211> 24

<212> PRT

<213> Fringilla coelebs

<400> 14

Glu Leu Ala Glu His Thr

1 5

Glu

Ser

Glu

Ser

Glu

Ser

Asp

Leu Ser Gln Glu Tyr Glu
20

<210>15

<211>24

<212> PRT

<213> Ornithorhynchus anatinus

<400> 15

Glu Leu Ala Glu His Thr

1 5

Leu Ser Gln Glu Tyr Glu
20

<210> 16

<211> 24

<212> PRT

<213> Sarcophilus harrisii

<400> 16

Glu Met Ala Glu His Thr

1 5

Leu Ser Gln Glu Tyr Glu
20

<210> 17

<211> 24

<212> PRT

<213> Mustela putorius

<400> 17

Ser

Glu

Ser

Leu

Ile

His

Ile

His

Ile

His

Ile

His

Ile

ES 2699 658 T3

Leu Lys Ala Asn Asp Asn Leu Lys
10 15

Leu Lys Ala Asn Asp Asn Leu Lys
10 15

Leu Lys Ala Asn Asp Asn Leu Lys
10 15

Leu Lys Ala Asn Asp Asn Leu Lys
10 15

Leu Lys Ala Asn Asp Asn Leu Lys
10 15
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Asp Met Ala Glu His
1 5

Leu Ser Gln Glu Tyr
20

<210> 18

<211> 24

<212> PRT

<213> Galago alleni

<400> 18

Asp Met Ala Glu His

1 5

Leu Ser Gln Glu Tyr
20

<210> 19

<211> 24

<212> PRT

<213> Callithrix aurita

<400> 19

Asp Met Ala Glu His

1 5

Leu Ser Gln Glu Tyr
20

<210> 20

<211>24

<212> PRT

<213> Rattus rattus

<400> 20

Asp Met Ala Glu His

1 5

Leu Ser Gln Glu Tyr
20

<210> 21

<211>24

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 21

Asp Met Ala Glu His

1 5

Leu Ser Gln Glu Tyr
20

<210> 22

<211> 24

<212> PRT

<213> Canis familiaris

<400> 22

Thr

Glu

Thr

Glu

Thr

Glu

Met

Glu

Met

Glu

Glu

Ser

Glu

Ser

Glu

Ser

Glu

Ser

Glu

Ser

ES 2699 658 T3

Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys
10 15

Ile

Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys
10 15

Ile

Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys
10 15

Ile

Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys
10 15

Ile

Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys
10 15

Ile

Asp Met Ala Glu His Thr Glu Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys

1 5

10 15
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Leu Ser Gln Glu
20

<210> 23

<211>24

<212> PRT

<213> Sus barbatus

<400> 23
Asp Met Ala Glu
1

Leu Ser Gln Glu
20

<210>24

<211>24

<212> PRT

Tyr

His
5

Tyr

<213> Bos primigenius

<400> 24
Asp Met Ala Glu
1

Leu Ser Gln Glu
20

<210> 25

<211> 24

<212> PRT

<213> Ovis aries

<400> 25
Asp Met Ala Glu
1

Leu Ser Gln Glu
20

<210> 26

<211>24

<212> PRT

<213> Orcinus orca

<400> 26
Asp Met Ala Glu
1

Leu Ser Gln Glu
20

<210> 27

<211> 24

<212> PRT

His
5

Tyr

His

Tyr

His

Tyr

<213> Saimiri sciureus

<400> 27
Asp Met Ala Glu
1

Leu Ser Gln Glu
20

His
5

Tyr

Glu

Thr

Glu

Thr

Glu

Thr

Glu

Thr

Glu

Thr

Glu

Ser

Glu

Ser

Glu

Ser

Glu

Ser

Glu

Ser

Glu

Ser

Ile

Arg

Ile

Arg

Ile

Arg

Ile

Arg

Ile

Arg

Ile

ES 2699 658 T3

Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys

10

Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys

10

Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys

10

Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys

10

Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys

10
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<210> 28

<211>24

<212> PRT

<213> Papio hamadryas

<400> 28
Asp Met Ala Glu His
1 5

Leu Ser Gln Glu Tyr
20

<210> 29

<211>24

<212> PRT

<213> Primate calicivirus

<400> 29

Asp Met Ala Glu His

1 5

Leu Ser Gln Glu Tyr
20

<210> 30

<211>24

<212> PRT

<213> Primate calicivirus

<400> 30

Asp Met Ala Glu His

1 5

Leu Ser Gln Glu Tyr
20

<210> 31

<211>24

<212> PRT

<213> Macaca radiata

<400> 31

Asp Met Ala Glu His

1 5

Leu Ser Gln Glu Tyr
20

<210> 32

<211> 24

<212> PRT

<213> Pan troglodytes

<400> 32

Asp Met Ala Glu His

1 5

Leu Ser Gln Glu Tyr
20

<210> 33

<211> 24

<212> PRT

<213> Homo sapiens

Thr

Glu

Thr

Glu

Thr

Glu

Thr

Glu

Thr

Glu

Glu

Ser

Glu

Ser

Glu

Ser

Glu

Ser

Glu

Ser

ES 2699 658 T3

Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys

Ile

15

Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys

Ile

15

Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys

Ile

15

Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys

Ile

15

Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys

Ile

15
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<400> 33
Asp Met Ala Glu His Thr Glu Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys
1 5 10 15

Leu Ser Gln Glu Tyr Glu Ser Ile
20

<210> 34
<211>24

<212> PRT
<213> Lar de rata

<400> 34
Asp Leu Ala Asp Asn Ile Glu Arg Leu Lys Ala Asn Asp Gly Leu Lys
1 5 10 15

Phe Ser Gln Glu Tyr Glu Ser Ile
20

<210> 35

<211> 24

<212> PRT

<213> PTP Delta de rata

<400> 35
Glu Leu Ala Asp His Ile Glu Arg Leu Lys Ala Asn Asp Asn Leu Lys
1 5 10 15

Phe Ser Gln Glu Tyr Glu Ser Ile
20

<210> 36

<211>24

<212> PRT

<213> PTP Alfa de rata

<400> 36
Lys Leu Glu Glu Glu Ile Asn Arg Arg Met Ala Asp Asp Asn Lys Ile
1 5 10 15

Phe Arg Glu Glu Phe Asn Ala Leu
20

<210> 37

<211>14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>XesToM

<220>

<221> misc_feature
<222> (3)..(3)
<223> XaaesToM

<400> 37
Glu His Xaa Glu Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys Leu

1 5 10
<210> 38

<211> 20
<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<400> 38
Met Thr Pro Glu Asp Leu Thr Ala Ile Gly Val Thr Lys Pro Gly His
1 5 10 15

Arg Lys Lys Ile
20

<210> 39

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 39
Leu Glu Asp Ile Gly Ser Met Phe Asp Asp Leu Ala Asp Gln Leu Asp
1 5 10 15

Ala Met Leu Glu
20

<210> 40

<211>20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 40
Leu Asp Asp Ile Ser Thr Met Phe Asp Ala Leu Ala Asp Gln Leu Asp
1 5 10 15

Ala Met Leu Asp
20

<210> 41

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41
Gly Met Pro Ala Trp Tyr Val Ala Ala Cys Arg Ala Asn Val Lys Ser
1 5 10 15

Gly Ala Ile Met
20

<210> 42

<211> 33

<212> PRT

<213> Xenopus borealis

<400> 42
Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Cys Asp Leu Ala Glu His
1 5 10 15

Thr Glu His Leu Lys Ala Asn Asp Asn Leu Lys Ser Gln Glu Tyr Glu
20 25 30

Ser

<210> 43

<211> 32

<212> PRT

<213> Anolis carolinensis (PTP Sigma)
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<400> 43
Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Cys Asp His Thr Glu His
1 5 10 15

Leu Lys Ala Asn Asp Asn Leu Lys Leu Ser Gln Glu Tyr Glu Ser Ile
20 25 30

<210> 44

<211> 35

<212> PRT
<213> Danio rerio

<400> 44
Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Cys Glu Leu Ala Glu His
1 5 10 15

Thr Glu Leu Leu Lys Ala Asn Asp Asn Leu Lys Leu Ser Gln Glu Tyr
20 25 30

Glu Ser Ile
35

<210> 45

<211>35

<212> PRT

<213> Tilapia nilotica

<400> 45
Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Cys Glu Leu Ala Glu His
1 5 10 15

Thr Glu Leu Leu Lys Ala Asn Asp Asn Leu Lys Leu Ser Gln Glu Tyr
20 25 30

Glu Ser Ile
35

<210> 46

<211>35

<212> PRT

<213> Gallus gallus

<400> 46
Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Cys Glu Leu Ala Glu His
1 5 10 15

Thr Glu His Leu Lys Ala Asn Asp Asn Leu Lys Leu Ser Gln Glu Tyr
20 25 30

Glu Ser Ile
35

<210> 47

<211> 35

<212> PRT
<213> Fringilla coelebs

<400> 47
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Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Cys Glu Leu Ala Glu His
1 5 10 15

Thr Glu His Leu Lys Ala Asn Asp Asn Leu Lys Leu Ser Gln Glu Tyr
20 25 30

Glu Ser Ile
35

<210> 48

<211> 35

<212> PRT

<213> Ornithorhynchus anatinus

<400> 48
Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Cys Glu Leu Ala Glu His
1 5 10 15

Thr Asp His Leu Lys Ala Asn Asp Asn Leu Lys Leu Ser Gln Glu Tyr
20 25 30

Glu Ser Ile
35

<210> 49

<211> 35

<212> PRT

<213> Sarcophilus harrisii

<400> 49
Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Cys Glu Met Ala Glu His
1 5 10 15

Thr Glu His Leu Lys Ala Asn Asp Asn Leu Lys Leu Ser Gln Glu Tyr
20 25 30

Glu Ser Ile
35

<210> 50

<211> 35

<212> PRT

<213> Mustela putorius

<400> 50
Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Cys Asp Met Ala Glu His
1 5 10 15

Thr Glu Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys Leu Ser Gln Glu Tyr
20 25 30

Glu Ser Ile
35
<210> 51
<211> 35
<212> PRT
<213> Galago alleni

<400> 51
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Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Cys Asp Met Ala Glu His
1 5 10 15

Thr Glu Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys Leu Ser Gln Glu Tyr
20 25 30

Glu Ser Ile
35

<210> 52

<211> 35

<212> PRT

<213> Callithrix argentata

<400> 52
Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Cys Asp Met Ala Glu His
1 5 10 15

Thr Glu Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys Leu Ser Gln Glu Tyr
20 25 30

Glu Ser Ile
35

<210> 53

<211> 35

<212> PRT

<213> Rattus rattus

<400> 53
Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Cys Asp Met Ala Glu His
1 5 10 15

Met Glu Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys Leu Ser Gln Glu Tyr
20 25 30

Glu Ser Ile
35

<210> 54

<211> 35

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 54
Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Cys Asp Met Ala Glu His
1 5 10 15

Met Glu Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys Leu Ser Gln Glu Tyr
20 25 30

Glu Ser Ile
35
<210> 55
<211> 35
<212> PRT

<213> Canis familiaris

<400> 55
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Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Cys Asp Met Ala Glu His
5 10 15

Thr Glu Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys Leu Ser Gln Glu Tyr
20 25 30

Glu Ser Ile
35

<210> 56

<211> 35

<212> PRT

<213> Sus barbatus

<400> 56
Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Cys Asp Met Ala Glu His
1 5 10 15

Thr Glu Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys Leu Ser Gln Glu Tyr
20 25 30

Glu Ser Ile
35

<210> 57

<211> 35

<212> PRT

<213> Bos primigenius

<400> 57
Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Cys Asp Met Ala Glu His
1 5 10 15

Thr Glu Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys Leu Ser Gln Glu Tyr
20 25 30

Glu Ser Ile
35

<210> 58

<211> 35

<212> PRT
<213> Ovis aries

<400> 58
Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Cys Asp Met Ala Glu His
1 5 10 15

Thr Glu Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys Leu Ser Gln Glu Tyr
20 25 30

Glu Ser Ile
35

<210> 59

<211> 35

<212> PRT
<213> Orcinus orca

<400> 59
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Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Cys Asp Met Ala Glu His
1 5 10 15

Thr Glu Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys Leu Ser Gln Glu Tyr
20 25 30

Glu Ser Ile

35

<210> 60

<211>35

<212> PRT

<213> Saimiri boliviensis

<400> 60
Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Cys Asp Met Ala Glu His
1 5 10 15

Thr Glu Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys Leu Ser Gln Glu Tyr
20 25 30

Glu Ser Ile
35

<210> 61

<211>35

<212> PRT

<213> Papio hamadryas

<400> 61
Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Cys Asp Met Ala Glu His
1 5 10 15

Thr Glu Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys Leu Ser Gln Glu Tyr
20 25 30

Glu Ser Ile
35

<210> 62

<211> 35

<212> PRT

<213> Primate calicivirus

<400> 62
Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Cys Asp Met Ala Glu His
1 5 10 15

Thr Glu Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys Leu Ser Gln Glu Tyr
20 25 30

Glu Ser Ile
35

<210> 63

<211> 35

<212> PRT

<213> Primate calicivirus
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<400> 63
Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Cys Asp Met Ala Glu His
1 5 10 15

Thr Glu Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys Leu Ser Gln Glu Tyr
20 25 30

Glu Ser Ile
35

<210> 64

<211>35

<212> PRT

<213> Macaca arctoides

<400> 64
Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Cys Asp Met Ala Glu His
1 5 10 15

Thr Glu Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys Leu Ser Gln Glu Tyr
20 25 30

Glu Ser Ile
35

<210> 65

<211> 35

<212> PRT

<213> Chimpancé (PTP Sigma)

<400> 65
Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Cys Asp Met Ala Glu His
1 5 10 15

Thr Glu Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys Leu Ser Gln Glu Tyr
20 25 30

Glu Ser Ile
35

<210> 66

<211> 35

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 66
Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Cys Asp Met Ala Glu His
1 5 10 15

Thr Glu Arg Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys Leu Ser Gln Glu Tyr
20 25 30

Glu Ser Ile
35

<210> 67

<211>10

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 67
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Asp Met Ala Glu His Thr Glu Arg Leu Lys
1 5 10

<210> 68

<211>4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 68
Ala Asn Asp Ser
1

<210> 69

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 69
Leu Lys Leu Ser Gln Glu Tyr Glu Ser Ile
1 5 10

<210>70

<211>25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>XesToM

<220>
<221> misc_feature
<223>XaaesToM

<220>
<221> misc_feature
<222> (14)..(14)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produzca de manera natural

<400> 70

1

Leu Lys Ala Asn Asp Ser Leu Lys Leu
20 25

<210> 71

<211> 31

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 71

1

Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Cys Glu His Xaa Glu Arg
5 10

15

Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Cys Met Thr Pro Glu Asp
5 10

15

Leu Thr Ala Ile Gly Val Thr Lys Pro Gly His Arg Lys Lys Ile

20 25
<210>72
<211> 31

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 72
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Gly Arg Lys Lys Arg
1 5

Ser Met Phe Asp Asp
20

<210>73

<211> 31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 73

Gly Arg Lys Lys Arg

1 5

Thr Met Phe Asp Ala
20

<210>74

<211> 31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 74

Gly Arg Lys Lys Arg

1 5

Tyr Val Ala Ala Cys
20

<210>75

<211>29

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 75

Val Ser Val Asn Val

1 5

Asp Glu Leu Asp Ala
20

<210> 76

<211> 25

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 76

Ser Thr Gly Ser Ile

1 5

Ala Asp Gln Leu Asp
20

<210>77

<211>25

<212> PRT

<213> Rattus rattus

<400> 77

Arg Gln

Leu Ala

Arg Gln

Leu Ala

Arg Gln

Arg Ala

Leu Asn

Met Leu

Leu Glu

Ala Met

Arg

Asp

Arg

Asp

Arg

Asn

Asp

Glu

Asp

Leu

ES 2699 658 T3

Arg

Gln
25

Arg

Gln
25

Arg

Val
25

Ile

Glu
25

Ile

Glu
25

Arg
10

Leu

Arg
10

Leu

Arg
10

Lys

Gly
10

Glu

Gly
10

Cys

Asp

Cys

Asp

Cys

Ser

Asn

Lys

Ser

Leu

Ala

Leu

Ala

Gly

Gly

Met

Arg

Met

47

Glu

Met

Asp

Met

Met

Ala

Ala

Val

Phe

Asp Ile Gly
15

Leu Glu

Asp Ile Ser
15

Leu Asp
30

Pro Ala Trp
15

Ile Met
30

Asn Leu Thr
15

Asp Asp Leu
15
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Ser Thr Gly Ser Ile
1 5

Ala Asp Gln Leu Asp
20

<210>78

<211>29

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 78

Val Ser Val Asn Val

1 5

Asp Glu Leu Asp Ala
20

<210>79

<211> 25

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 79

Ser Thr Lys His Ile

1 5

Ala Asp Gln Leu Asp
20

<210> 80

<211>25

<212> PRT

<213> Rattus rattus

<400> 80

Ser Thr Lys His Ile

1 5

Ala Asp Gln Leu Asp
20

<210> 81

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 81

Pro Thr Ile Ala Arg

1 5

Lys Asn Pro His His
20

<210> 82

<211> 30

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 82

Leu

Ala

Leu

Met

Leu

Ala

Leu

Ala

Met

Arg

Glu

Met

Asn

Leu

Asp

Met

Asp

Met

Thr

Glu

Asp

Leu

Asp

Glu

Asp

Leu

Asp

Leu

Pro

Arg

Ile Gly Ser Met Phe Asp Asp Leu
10 15

Glu

25

Ile Gly Asn Met Ala Asn Leu Thr
10 15

Glu Glu Lys Arg Val

25

Ile Ser Thr Met Phe Asp Ala Leu
10 15

Asp

25

Ile Ser Thr Met Phe Asp Ala Leu
10 15

Asp

25

Glu Asp Leu Thr Ala Ile Gly Ile
10 15

Ile Lys Gln Arg Ile Asp

25 30

ES 2699 658 T3
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Pro Thr Ile Ser Arg Met Thr Pro Glu Asp Leu Thr Ala Ile Gly Val
1 5 10 15

Thr Lys Pro Gly His Arg Lys Lys Ile Thr Ala Glu Ile Ser
20 25 30

<210> 83

<211> 30

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 83
Pro Thr Ile Ser Arg Met Thr Pro Glu Asp Leu Thr Ala Ile Gly Val
1 5 10 15

Thr Lys Pro Gly His Arg Lys Lys Ile Ala Ser Glu Ile Ala
20 25 30

<210> 84

<211> 30

<212> PRT

<213> Rattus rattus

<400> 84
Pro Thr Ile Ser Arg Met Thr Pro Glu Asp Leu Thr Ala Ile Gly Val
1 5 10 15

Thr Lys Pro Gly His Arg Lys Lys Ile Thr Ala Glu Ile Ser
20 25 30

<210> 85

<211> 30

<212> PRT

<213> Rattus rattus

<400> 85
Pro Thr Ile Ser Arg Met Thr Pro Glu Asp Leu Thr Ala Ile Gly Val
1 5 10 15

Thr Lys Pro Gly His Arg Lys Lys Ile Ala Ser Glu Ile Ala
20 25 30

<210> 86

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 86
Pro Thr Ile Ser Arg Met Thr Pro Glu Asp Leu Thr Ala Ile Gly Val
1 5 10 15

Thr Lys Pro Gly His Arg Lys Lys Ile Ala Ser Glu Ile Ala
20 25 30

<210> 87

<211> 30

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 87
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Trp Leu Glu Leu Trp Gly Met Pro Ala Trp Tyr Val Ala Ala Cys Arg
1 5 10 15

Ala Asn Val Lys Ser Gly Ala Ile Met Ser Ala Leu Ser Asp
20 25 30

<210> 88

<211> 30

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 88
Trp Leu Glu Leu Trp Gly Met Pro Ala Trp Tyr Val Ala Ala Cys Arg
1 5 10 15

Ala Asn Val Lys Ser Gly Ala Ile Met Ala Asn Leu Ser Asp
20 25 30

<210> 89

<211> 30

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 89
Trp Leu Glu Leu Trp Gly Met Pro Ala Trp Tyr Val Ala Ala Cys Arg
1 5 10 15

Ala Asn Val Lys Ser Gly Ala Ile Met Ser Ala Leu Ser Asp
20 25 30

<210> 90

<211> 30

<212> PRT

<213> Rattus rattus

<400> 90
Trp Leu Glu Leu Trp Gly Met Pro Ala Trp Tyr Val Ala Ala Cys Arg
1 5 10 15

Ala Asn Val Lys Ser Gly Ala Ile Met Ser Ala Leu Ser Asp
20 25 30

<210> 91

<211> 30

<212> PRT

<213> Rattus rattus

<400> 91
Trp Leu Glu Leu Trp Gly Met Pro Ala Trp Tyr Val Ala Ala Cys Arg
1 5 10 15

Ala Asn Val Lys Ser Gly Ala Ile Met Ser Ala Leu Ser Asp
20 25 30

<210> 92

<211> 30

<212> PRT

<213> Rattus rattus

<400> 92
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Trp Leu Glu Leu Trp Gly Met Pro Ala Trp Tyr Val Ala Ala Cys Arg
1 5 10 15

Ala Asn Val Lys Ser Gly Ala Ile Met Ala Asn Leu Ser Asp
20 25 30

<210>93

<211> 30

<212> PRT

<213> Rattus rattus

<400> 93
Trp Leu Glu Leu Trp Gly Met Pro Ala Trp Tyr Val Ala Ala Cys Arg
1 5 10 15

Ala Asn Val Lys Ser Gly Ala Ile Met Ser Ala Leu Ser Asp
20 25 30
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REIVINDICACIONES

Agente terapéutico para su uso en el tratamiento de una lesiéon neural promoviendo al menos uno de
crecimiento, motilidad, supervivencia y plasticidad de células neurales, que comprende: un péptido
terapéutico sintético que tiene una secuencia de aminoacidos al menos el 65% idéntica a SEQ ID NO: 37.

Agente terapéutico para su uso segun la reivindicacién 1, incluyendo el péptido terapéutico una sustitucion
de un aminoacido de al menos uno del residuo 4, 5, 6, 7, 9, 10, 12 6 13 de SEQ ID NO: 37 por otro
aminoacido, en el que el residuo de aminoacido 4E se sustituye por D o Q, el residuo de aminoacido 5R se
sustituye por H, L o K, el residuo de aminoacido 6L se sustituye por I, V o M, el residuo de aminoacido 7K
se sustituye por R o H, el residuo de aminoacido 9N se sustituye por E o D, el residuo de aminoacido 10D
se sustituye por E o N, el residuo de aminoacido 12L se sustituye por |, V o M, y/o el residuo de aminoacido
13K se sustituye por R o H.

Agente terapéutico para su uso segun la reivindicacién 1, incluyendo el péptido terapéutico SEQ ID NO: 37.

Agente terapéutico para su uso segun las reivindicaciones 1 a 3, que comprende ademas un resto de
transporte que esta unido al péptido terapéutico y facilita la captacion de los péptidos terapéuticos por la
célula.

Agente terapéutico para su uso segun la reivindicacion 4, en el que el resto de transporte es un resto de
transporte Tat de VIH.

Composicion farmacéutica para su uso en el tratamiento de una lesién neural que comprende:

un agente terapéutico que incluye un péptido terapéutico sintético que tiene una secuencia de aminoacidos
al menos el 65% idéntica a SEQ ID NO: 37, en el que el péptido terapéutico RN:KWO inhibe uno o mas de
la actividad catalitica, sefalizacion o funcién de PTPg, y un resto de transporte que esta unido al péptido
terapéutico y facilita la captacion de los péptidos terapéuticos por una célula.

Composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 6, incluyendo el péptido terapéutico una
sustitucién de un aminoacido de al menos uno del residuo 4, 5, 6, 7, 9, 10, 12 6 13 de SEQ ID NO: 37 por
otro aminoacido, en el que el residuo de aminoacido 4E se sustituye por D o Q, el residuo de aminoacido
5R se sustituye por H, L o K, el residuo de aminoacido 6L se sustituye por I, V o M, el residuo de
aminoacido 7K se sustituye por R o H, el residuo de aminoacido 9N se sustituye por E o D, el residuo de
aminoacido 10D se sustituye por E o N, el residuo de aminoacido 12L se sustituye por I, V o M, y/o el
residuo de aminoacido 13K se sustituye por R o H.

Composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 6, incluyendo el péptido terapéutico una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 9-33 y 37.

Composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 6, en la que el resto de transporte es un
resto de transporte Tat de VIH.

Composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacién 6, en la que el agente terapéutico es un

péptido que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 42-
66y 70.
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Neuronas de DRG sensoriales adultas
5 dias de exposicion a gradiente

Fig. 1
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Gradientes de CSPG inducen estabilizacion

El 92% de los conos de crecimiento (22/24) eran inmoviles
_alos 4-6 dias en cu

Fig. 2
@ 100 Densidad de PTPc
S
o
£ 80~ B Normal
) O Distréfico
S
o
T 40
o
©
= 20
®
3 0 - : SR———
£ Axén Cono de crecimiento
Fig. 3
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Dominio de
fibronectina
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Fig. 4
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ISP alivia la inhibicion por proteoglicanos in vitro

Fig. 5

Cruzamientos de puntos neuronales/células en punto
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Fig. 6

Fig. 7
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16 ; £

Campo abierto (BBB) “3:‘

14 T
15 Coordinacion [ ] -

Pisada
10
8
] ===Control
4 s LP
P -—|SP
G .......................................................................................................................................................................

Dia' Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia 'Dia Dia Dia.

1 s 7 14 21 28 35 42 49 56 63

*BBB es la escala de recuperacion locomotora convencional
tras SCI

- 0 = Paraplejia completa

- 21 = Locomocion normal

- 12, 13, 14 = Coordinacion de las extremidades superiores/
inferiores ocasional, frecuente y constante, respectivamente

«Los animales alcanzaron una puntuacion maxima de 19
- Coordinacion constante, distancia de los dedos
constante, la cola se mantenia alta de manera
constante y la colocacion de los dedos es paralela en
el contacto inicial y el levantamiento

Fig. 8
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Errores de pies/metros

Puntuacion de BBEB

recorridos

Resbalones de pies/metros

ES 2699 658 T3

BBE en la semana 11 Pisada
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Volumen y frecuencia urinaria, medida en jaulas metabdlicas

~ Animal 48

7.5

5.4

...........

20~

- Vehiculo
- Animal 41

10

ISP
Animal 46

6

in

Sin tratamiento

\\\\\\

............

v

o=t Frecuencia de evacuacion: 1,73

Evacuaciones totales: 27
Volumen promedio: 0,34 ml

.............................................

g Frecuencia de evacuacién: 0,63

Evacuaciones totales: 11
Volumen promedio: 1,38 ml

Frecuencia de evacuacion: 2,36
Evacuaciones totales: 38
Volumen promedio: 0,75 mi

&80 '

hors

Fig. 12
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Sin tratamiento

o

Sujetos que responden a ISP

Densidad de SHT

Bmiml
en materia gris . i
uniforme en animales 4 4 aiu; 1:;
sin tratamiento

Pérdida de intervencion *" ; : nimsl
de S5HT descendente ] nmdl.:a
a la médula espinal : VE- 145
lumbar ; TWLEE

Brotes pequefios
de fibras con SHT
en sujetos que

no responden a ISP

Fig. 14
Expresion de SHT lumbar
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= 1200
5
=
ﬁ 800
0
g
£ 400
4]
© ® &
<2 o £
& v & &
& &
_@9‘ &F
= &
@;‘.\,
Fig. 15

61

Patrones de tincion de materia
gris con SHT grandes, no
uniformes sugieren brotel
regeneracién de fibras
serotonérgicas maltiples
segmentos por debajo de la
lesion
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