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DESCRIPCION
Modulacién del sistema receptor Trpv:receptor de dominio Vps10p para el tratamiento del dolor
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de la analgesia o alivio del dolor. Especificamente, la presente invencion
se refiere a un agente para el uso en el tratamiento del dolor incluyendo dolor crénico y dolor agudo.

Antecedentes de la invencion

El dolor agudo y dolor crénico difieren en su etiologia, fisiopatologia, diagndstico y tratamiento. El dolor agudo es
autolimitado y cumple una funcion bioldgica protectora actuando como una advertencia del dafo tisular en curso. Es
un sintoma de un proceso de enfermedad experimentado en o alrededor del tejido lesionado o enfermo. El dolor
agudo es nociceptivo por naturaleza, y es secundario a agentes quimicos, y la estimulacion térmica y mecanica de
A- delta y los receptores del dolor C - polimodales.

Dolor crénico, por otra parte, no tiene ninguna funcion biolégica de protecciéon. En lugar de ser el sintoma de un
proceso de enfermedad, el dolor crénico es en si un proceso de enfermedad. El dolor crénico es implacable y no
auto-limitante y como se dijo anteriormente, puede persistir durante afios y hasta décadas después de la lesion
inicial. El dolor crénico, no maligno es predominantemente neuropatico por naturaleza e implica dafios a los sistemas
nerviosos central o periférico. Después de una lesion del nervio periférico (por ejemplo aplastamiento, estiramiento, o
axotomia) se produce sensibilizacion que se caracteriza por la actividad espontanea por la neurona, un umbral
menor para la activacion y un aumento en la respuesta a un estimulo dado.

El dolor neuropatico, que es el dolor iniciado o causado por una lesién primaria o disfuncién en el sistema nervioso
se estima que tiene una prevalencia en EE.UU. del 1,5%, es decir, en total 4 millones de personas se ven afectadas
por las afecciones [1].

Se manifiesta como un estado crénico de hiperexcitabilidad en la parte del sistema nervioso que transmite el dolor.
Existen receptores del dolor especiales llamados nociceptores recogidos en la superclase Trp del potencial receptor
transitorio. Incluyen los receptores vaniloides sensibles a la temperatura (TrpV), los canales de sensibilizacion de
acido y receptores mecano [2].

Muy por el contrario toda lesién o enfermedad en el sistema nervioso da lugar a dolor neuropatico. Esta variacion se
debe a una predisposicion genética [3]. Por lo tanto aproximadamente el 8% de las operaciones convencionales en
las que se cortan nervios inevitablemente da como resultado condiciones de dolor crénico relacionado con la region
de la cicatriz [4].

El dolor se clasifica en dolor nociceptivo, inflamatorio y neuropatico [5]. El primero causado por un estimulo nocivo es
de corta duracion, el dolor inflamatorio es mas duradero y es provocado por los mediadores inflamatorios del
proceso de enfermedad que disminuyen el umbral de la percepcion del dolor. El umbral se normaliza cuando se cura
la inflamacion. En caso de dolor neuropatico, la disminucion del umbral inducido por la lesién en la region afectada
no vuelve a la normalidad, es por asi decirlo irreversible fijado en un umbral mas bajo de lo normal. Esto significa
que un estimulo que no causa dolor en una persona sana puede dar lugar a la sensacion de dolor en la zona
afectada en un paciente. Si se siente que un estimulo por debajo de lo que una persona normal puede percibir en
absoluto es doloroso, se lo llama alodinia. La hiperalgesia se utiliza para caracterizar el aumento de la intensidad de
la sensacién de dolor que una persona neuropatica experimenta cuando se aplica un estimulo doloroso "normal” [6].

No existe cura causal hoy en dia para las afecciones de dolor neuropatico. El sistema de salud sélo puede ofrecer
insuficiente alivio del dolor [1,7]. Para los analgésicos clasicos como opioides y farmacos anti-inflamatorios no
esteroideos la curva de dosis-respuesta se desplaza a la derecha, lo que significa que se necesita dosis mucho mas
grande para el alivio del dolor [8,9]. Los anestésicos de bloqueadores de canales de Na+, tales como carbamazepina,
lamotrigina y lidocaina muestran efecto cuando se administran de forma sistematica, pero producen efectos
adversos graves [10,11]. El tratamiento con anticonvulsivos como gabapentina que actia disminuyendo el influjo de
Ca®* en las neuronas ha demostrado ser eficaz para amortiguar la intensidad de dolor, pero no para neutralizarlo por
completo. Los antidepresivos triciclicos median su efecto a través de un intervalo de sistemas de transmision por
ejemplo, los serotoninérgicos y noradrenérgicos. Son Actua Los mismos actuan a nivel central y en la periferia. Son
eficaces, pero el perfil de efectos adversos no es atractivo [12].

Por lo tanto existe una necesidad urgente de farmacos que modulan/interfieren especificamente con los procesos
moleculares que regulan el nivel umbral en el tejido nervioso afectado para evitar el inicio o el desarrollo de los
procesos que conducen al nivel de umbral mas bajo para el dolor. Otro mecanismo podria ser constantemente
suprimir los eventos moleculares que mantienen el umbral en el modo menor.
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Analgesia

Si mejores medicamentos tienen que ser desarrollados es necesario hacer frente a los objetivos que son centrales
para la generacion de dolor a través de la iniciacion y regulacion del nivel umbral de dolor [3].

La sensibilizacion del nivel umbral de dolor que tiene lugar a través de la inflamacion e implica una larga fila de
mediadores - la llamada sopa inflamatoria, que entre otros incluyen la serotonina, histamina, prostaglandinas,
bradiquinina, sustancia P, péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), factor de crecimiento nervioso
(NGF) y diversas citoquinas. En relacion a la lesion del nervio la neurotrofina NGF puede ser particularmente
importante aunque otros mediadores también pueden participar. NGF es un miembro de la familia de neurotrofinas
que comprende NGF, BDNF, NT-3 y NT-4. Las neurotrofinas pueden interactuar con el receptor “no selectivo”
p75NTR asi como su cognato quinasa del receptor de tirosina; NGF se une preferentemente a los receptores de
tirosina quinasa A (TrkA) ; BDNF y NT4 a TrkB ; y la neurotrofina 3 (NT3) a TrkC. Generalmente se ha considerado
que estas interacciones son de alta afinidad Sin embargo, en la realidad, la unién de NGF a TrkA, y de BDNF a TrkB,
es de baja afinidad, pero puede ser regulada por la dimerizacion del receptor, modificaciones estructurales o
asociacion con p75NTR. El receptor p75 puede unirse a cada neurotrofina, y también actia como un co-receptor para
los receptores Trk, sortilina y otros receptores de dominio Vps10p (cf. Fig. 1).

Una vez que NGF se une, puede producirse un evento de dos etapas de TrkA: Primero, en la superficie de las
neuronas sensoriales, TrkA interactua fisicamente con TrpV1, un miembro de una gran familia de canales catidnicos
no selectivos permeables al calcio, que esta implicado en el desarrollo de la hiperalgesia térmica inducida por la
lesion de tejidos y la inflamacion, y en el dolor crénico y neuropatico [13]. La union de NGF a TrkA potencia
fuertemente el influjo de calcio por TrpV1 y la induccién de dolor. En segundo lugar, la unién de NGF a TrkA y
p75NTR también se traduce en el transporte retrogrado del complejo de nuevo al cuerpo celular de las neuronas
donde el mismo modula la actividad y la transcripcion de las proteinas importantes para la supervivencia y
diferenciacion neuronal, pero también de las enzimas y canales idnicos implicados en la transmisidon nociceptiva
[3,14]. También la microglia puede desempefiar un papel en esta activacion [15].

Después de la lesion de un nervio, la cantidad de NGF disminuye en las neuronas sensoriales, pero después de un
tiempo vuelve a aumentar debido a la secrecion de células de Schwann, macréfagos y probablemente también
debido a las propias neuronas. Esto estimula la regeneracion del nervio.

Ademas, se ha demostrado que el proNGF, una forma precursora de NGF, interactiia con un complejo del receptor
heteromero que consiste en p75N™R y Sortilina formando asi un complejo ternario. A diferencia de las actividades
tréficas provocadas por el NGF maduro, proNGF produce apoptosis por la formacion de dicho complejo ternario a
través de p75NR y Sortilina, a menos que proNGF sea convertido en su forma madura [24].

Anteriormente [16] relaciond las neuropatias sensoriales de dolor severo con la presencia del gen TrkA en ratones.
Arrett et al. (2007) [17] examino la expresion de proNGF, sortilina y p75N™R en el ganglio radicular posterior.
Encontraron que una subpoblacion de neuronas coexpresaba sortilina y p75NR y que la lesion del nervio indujo una
pérdida severa de una subpoblacion de pequefias neuronas que coexpresan p75NTR-sortilina.

Por lo tanto, estas observaciones apuntan a la relacién entre el desarrollo y mantenimiento de condiciones de dolor
neuropatico y cronico.

En la seccion ejemplar de esta solicitud de patente, se demuestra evidencia experimental adicional de por qué un
agente puede ser disefiado especificamente para interactuar con la cascada de sefalizacion involucrada en el
desarrollo de las condiciones de dolor neuropatico que se describen en la presente memoria mas arriba, a través de
la interrupcion de la formacion de complejo del receptor.

Familia del receptor de dominio Vps10p

Los presentes inventores han estudiado el efecto de la formacion de modulacion de un complejo de sefializacion de
dolor, en el que dicho complejo comprende un complejo binario del receptor de dominio Vps10p: receptor TRPV o un
complejo ternario del receptor de dominio Vps10p: receptor TRPV, tal como un complejo entre un receptor de
dominio Vps10p, TrkA, y un receptor Trpv.

Los miembros de los receptores de dominio Vps10p son Sortilina, SorLA, SorCS1, SorCS2 y SorCS3.
Sortilina

Sortilina, el miembro arquetipico de la familia del receptor de dominio Vps10p también es referido ocasionalmente
como receptor Neurotensina 3 (NTR3), glucoproteina 95 (Gp95) o receptor 100 kDa NT. Se accede a la Sortilina
humana en virtud del ID de Proteina de Suiza No. Q99523.

Sortilina, (SEC ID N °. 1) es un receptor de membrana tipo | expresado en un numero de tejidos, incluyendo el
cerebro, médula espinal, testiculos, musculo esquelético y higado [18-19]. La Sortilina pertenece a una familia de
receptores que comprende Sortilina, SorLA [20], SorCS1, SorCS2 y SorCS3.
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Todos los receptores en esta familia comparten la caracteristica estructural de un dominio de extremo terminal N de
aproximadamente 600 aminoacidos con un gran parecido a cada uno de los dos dominios que constituyen la lumina)
parte del receptor de clasificacion d levadura Vps10p [21]. El dominio Vps10p (Vps10p-D) que, entre otros ligandos
une factores neurotréficos y neuropéptidos [22-26], constituye la parte luminal de Sortilina (sSortilina) y se activa por
la unién al ligando mediante la escision enzimatica del propéptido. Sortilina es un receptor tipo 1 multifuncional capaz
de endocitosis, asi como la clasificacion intracelular [22, 23], y como se muestra recientemente, también participa en
la sefializacion activando la induccion de proneurotrofina de apoptosis neuronal mediada por p75NR [24, 25, 30, 31].
Sortilina se sintetiza como una proproteina, que se convierte en Sortilina madura por la escision enzimatica y
eliminacion de un propéptido N-terminal corto. Sélo el receptor maduro se une a ligandos y curiosamente, todos sus
ligandos conocidos, por ejemplo, Neurotensina (NT), lipoproteina lipasa, proformas del factor B de crecimiento
nervioso (proNGF) y factor neurotréfico derivado del cerebro (proBDNF), proteina asociada al receptor (RAP), y su
propio propéptido, compiten por la unién [23-25, 28], lo que indica que los diversos ligandos se dirigen a un sitio de
union compartido o parcialmente compartido. NT es un tridecapéptido, que se une a Sortilina, SorLA y los dos
receptores acoplados a proteina G NTR1 y NTR2 [22, 32-34].

SorlLA

El receptor relacionado con la proteina de deteccion SorLA (ID de proteinas de Suiza No Q92673), también conocido
como LR11, es una proteina de membrana tipo 1 de 250 kDa y el segundo miembro identificado en la familia del
receptor de dominio Vps10p SorLA, como sortilina, cuyo dominio luminal consiste en sélo un dominio Vps10p, se
sintetiza como un proreceptor que se escinde por la furina en compartimentos de Golgi finales. Se ha demostrado
[33] que el truncamiento condiciona el dominio Vps10p para la union inhibible al propéptido de neuropéptidos y la
proteina asociada al receptor. En las células transfectadas, aproximadamente el 10% de SorLA de longitud completa
se expresa en la superficie celular capaz de mediar la endocitosis. La combinacion principal de receptores se
encuentra en los compartimentos Golgi finales, y se ha sugerido la interaccion con ligandos recién sintetizados.

SorCS1-3

SorCS 1 (ID de proteinas de Suiza No. Q8WY21), SorCS2 (ID de proteinas de Suiza No Q96PQ0) y SorCS3 (ID de
proteinas de Suiza No Q9UPU3) constituyen un subgrupo de proteinas muy similares entre si que contienen tanto un
dominio Vps10p-D y un dominio rico en leucina que bordea el dominio transmembrana [26, 38].

TrkA

El receptor de tirosina quinasa, neurotréfico tipo 1, también conocido como NTRK1 (ID de proteinas de Suiza No
P04629) y normalmente referido como TrkA (quinasa relacionada con tropomiosina A) es un miembro de la familia
del receptor de tirosina quinasa neurotrofico (NTKR). TrkA es el receptor catalitico de alta afinidad para la
neurotrofina, factor de crecimiento nervioso, o "NGF". Como tal, el mismo media los multiples efectos de NGF, que
incluye la diferenciaciéon y supervivencia neuronal: en la unidon de NGF, TrkA se dimeriza y autofosforila lo que
resulta en la activacion de los miembros aguas abajo de la via MAPK. La presencia de TrkA conduce a la
diferenciacion celular y puede desempefiar un papel en la especificacion de los subtipos de neuronas sensoriales.
Por lo tanto las mutaciones en este gen también se han asociado a la insensibilidad congénita al dolor [39, 40, 41].
Es conocido que TrkA se asocia con TrpV1 y esta interaccion es esencial para la potenciacion mediada por NGF de
la actividad de TrpV1 [42].

Los agentes conocidos con propiedades antagonistas incluyen el inhibidor de dominio quinasa K252A.
TRPV1

El receptor de potencial transitorio vaniloide 1, TrpV1 (ID de Proteina de Suiza No. Q8NER1), también conocido
como receptor vaniloide o el receptor de capsaicina, es un canal catiénico regulado por ligandos no selectivo que
puede ser activado por una amplia variedad de estimulos f exdgenos y endégenos, incluyendo calor superior a 43°C,
bajo pH, anandamida, anandamida, N-araquidonoil-dopamina y capsaicina. Los receptores TRPV1 se encuentran
altamente expresados en un subconjunto de neuronas de ganglios radiculares posteriores, muestran una
sensibilidad mucho mas alta al calor que la mayoria de los canales idnicos y estan involucrados en la transmision y
modulacién de dolor, asi como la integracién de los diversos estimulos dolorosos [43,44]

Los agentes antagonistas TRPV1 incluyen AMG517 (altamente selectivo se retird de los ensayos clinicos debido a
los efectos secundarios no deseados), SB-705498 y capsazepina.

Compendio de la invencién
La descripcion se refiere al uso de al menos un agente capaz de unirse a una entidad del:
a. complejo binario del receptor de dominio Vps10p : receptor Trpv, y/o

b. complejo ternario del receptor de dominio Vps10p : TrkA : receptor Trpv complejo ternario inhibiendo asi la
formacién de dicho complejo, para la preparacion de un medicamento para el tratamiento del dolor en un mamifero.
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En otro aspecto principal, la descripcion se refiere al uso de al menos un agente capaz de inhibir la formacion del:
a. complejo binario del receptor de dominio Vps10p : receptor Trpv, y/o

b. complejo ternario del receptor de dominio Vps10p : TrkA : receptor Trpv,

para la preparacién de un medicamento para el tratamiento del dolor en un mamifero.

En otro aspecto principal, la descripcion se refiere a al menos un agente capaz de inhibir la formacion del:

a. complejo binario del receptor de dominio Vps10p : receptor Trpv, y/o

b. complejo ternario del receptor de dominio Vps10p : TrkA : receptor Trpv,

para su uso en un procedimiento de tratamiento del dolor en un mamifero.

En aun otro aspecto principal, la descripcion se refiere a un procedimiento de tratamiento del dolor, comprendiendo
dicho procedimiento administrar a un mamifero que lo necesite, al menos un agente capaz de inhibir la formacion
del:

a. complejo binario del receptor de dominio Vps10p : receptor Trpv, y/o
b. complejo ternario del receptor de dominio Vps10p : TrkA : receptor Trpv.

En otro aspecto la descripcion se refiere a un procedimiento in vitro para detectar el agente candidato o agente
candidato, tal como se definié en la presente memoria mas arriba que comprende las etapas de:

i. proporcionar un receptor de dominio Vps10p y un receptor Trpv, o
ii. proporcionar un receptor de dominio Vps10p y un receptor Trpv y un receptor TrkA, y
iii. proporcionar una biblioteca de agentes potenciales, y

iv. proporcionar un ensayo para medir la unién de una primera entidad receptor de dominio Vps10p a una
segunda entidad receptor Trpv, o

V. proporcionar un ensayo para medir la uniéon de una primera entidad receptor Trpv a una segunda entidad
receptor de dominio Vps10p, o

Vi. proporcionar un ensayo para medir la uniéon de una primera entidad receptor Trpv a una segunda entidad
complejo binario (receptor de dominio Vps10p : receptor TrkA), o

Vii. proporcionar un ensayo para medir la unién de una primera entidad complejo binario (receptor de dominio
Vps10p : receptor TrkA) a una segunda entidad receptor Trpv, o

viii. proporcionar un ensayo para medir la unién de una primera entidad receptor de dominio Vps10p a una
segunda entidad complejo binario (TrpV : receptor TrkA), o

ix. proporcionar un ensayo para medir la union de una primera entidad complejo binario (TrpV : receptor TrkA) a
una segunda entidad receptor de dominio Vps10p, o

X. proporcionar un ensayo para medir la unién de una primera entidad receptor TrkA a una segunda entidad
complejo binario (TrpV : Receptor del dominio Vps10p), o

Xi. proporcionar un ensayo para medir la unién de una primera entidad complejo binario (TrpV : receptor de
dominio Vps10p) a una segunda entidad receptor TrkA, y

Xii. afiadir la biblioteca de agentes potenciales que deben ser ensayados al ensayo seleccionado de iv a xi, y
xiii.  determinar la cantidad de dicha primera entidad a dicha segunda entidad, y

xiv.  comparar la cantidad determinada en la etapa xiv) con una cantidad medida en ausencia del agente que debe
ser ensayado,

XV. en el que la diferencia en las dos cantidades identifica un agente que altera la unién de la primera entidad a la
segunda entidad.

En otro aspecto la descripcion se refiere a un procedimiento para determinar el grado de inhibicién del agente o
agente candidato tal como se definié en la presente memoria mas arriba, sobre la actividad de un receptor de
dominio Vps10p en un cultivo celular que expresa dicho receptor, en el que dicho receptor de dominio Vps10p
comprende una secuencia de aminoacidos que tienen al menos 60% de identidad de secuencia respecto de SEC ID

5



10

15

20

25

30

35

40

ES 2745220 T3

NO. 1, SEC ID NO. 2, SEC ID NO. 3, SEC ID NO. 4 o0 SEC ID NO. 5, comprendiendo dicho procedimiento las etapas
de:

a. proporcionar un cultivo celular que expresa un receptor de dominio Vps10p, y

b. proporcionar un agonista del receptor de dominio Vps10p, y

C. proporcionar una biblioteca de agentes potenciales, y

d. proporcionar un ensayo para la determinaciéon de la unién a, internalizacion de y sefalizacion a través de, un

receptor de dominio Vps10p, comprendiendo dicho ensayo

e. afiadir la biblioteca de agentes potenciales que deben ser ensayados c) al cultivo celular a), en presencia del
agonista b), y

f. determinar
i. la cantidad de agente unido al receptor de dominio Vps10p, y/o
ii. la cantidad de agente internalizado por el receptor de dominio Vps10p, y/o
ii. el grado de sefializacion a través del receptor de dominio Vps10p, y

g. comparar la cantidad determinada en la etapa f) con una cantidad medida en ausencia de los agentes que deben
ser ensayados,

h. en el que la diferencia en las dos cantidades identifica un agente
i. capaz de la union a un receptor de dominio Vps10p, y/o
ii. capaz de inhibir la sefializacién a través de un receptor de dominio Vps10p, y/o
iii. capaz de inhibir la internalizaciéon de un agonista de dicho receptor de dominio Vps10p.

En aun otro aspecto la descripcion se refiere a un procedimiento para determinar el grado de inhibicion del agente o
agente candidato tal como se definié en la presente memoria mas arriba, sobre la actividad de un receptor TrpV en
un cultivo celular que expresa dicho receptor, en el que dicho receptor TrpV comprende una secuencia de
aminoacidos que tienen al menos 70% de identidad de secuencia respecto de SEC ID NO. 6, SEC ID NO. 7, SEC ID
NO. 8 0 SEC ID NO. 9, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

a. proporcionar un cultivo celular que expresa un receptor Trpv, y

b. proporcionar un agonista del receptor Trpv, y

C. proporcionar una biblioteca de agentes potenciales, y

d. proporcionar un ensayo para la determinacion de la unién a un receptor Trpv, comprendiendo dicho ensayo
e. afadir la biblioteca de agentes potenciales que deben ser ensayados c) al cultivo celular a), en presencia del

agonista b), y
f. determinar la cantidad de agente unido al receptor Trpv y

g. comparar la cantidad determinada en la etapa f) con una cantidad medida en ausencia del agente que debe
ser ensayado,

h. en el que la diferencia en las dos cantidades identifica un agente capaz de unirse a un receptor Trpv.

En otro aspecto la descripcion se refiere a un procedimiento para determinar el grado de inhibicion de un agente o
un agente candidato como se define en la presente memoria mas arriba sobre la actividad de un receptor TrkA en un
cultivo celular que expresa dicho receptor, en el que dicho receptor TrkA comprende una secuencia de aminoacidos
que tienen al menos 70% de identidad de secuencia respecto de SEC ID NO. 10, comprendiendo dicho
procedimiento las etapas de:

a.  proporcionar un cultivo celular que expresa un receptor TrkA, y
b.  proporcionar un agonista del receptor TrkA, y
c.  proporcionar una biblioteca de agentes potenciales, y

d. proporcionar un ensayo para la determinacion de la unién a un receptor TrkA, comprendiendo dicho ensayo
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e. afadir la biblioteca de agentes potenciales que deben ser ensayados c) al cultivo celular a), en presencia del
agonista b), y

f. determinar la cantidad de agente unido al receptor TrkA y

g. comparar la cantidad determinada en la etapa f) con una cantidad medida en ausencia del agente que debe ser
ensayado, en el que la diferencia en las dos cantidades identifica un agente capaz de unirse a un receptor TrkA.

En un aspecto adicional la descripcion se refiere a un procedimiento para determinar el grado de inhibicién de un
agente o agente candidato como se define en la presente memoria mas arriba sobre la actividad de un receptor de
dominio Vps10p en un cultivo celular que expresa dicho receptor y con un cultivo celular que carece de la expresion
de dicho receptor, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

a.  proporcionar un cultivo celular que expresa un receptor de dominio Vps10p, y

b.  proporcionar un cultivo celular que no expresa un receptor de dominio Vps10p, y

c. opcionalmente proporcionar un cultivo celular que sobreexpresa un receptor de dominio Vps10p
d. proporcionar un agonista para la sensacion de dolor del receptor de dominio Vps10p, y

e.  proporcionar una biblioteca de agentes potenciales, y

f. proporcionar un primer ensayo que comprende a) y un segundo ensayo que comprende b) y opcionalmente un
tercer ensayo que comprende c), y

g. afadir la biblioteca de agentes potenciales que deben ser ensayados a los tres ensayos, y
h.  determinar

i. la cantidad de agente unido al receptor de dominio Vps10p, y/o

ii. la cantidad de agente internalizado por el receptor de dominio Vps10p, y/o

ii. el grado de sefalizacion a través del receptor de dominio Vps10p, y

i. comparar la cantidad de agente determinada en la etapa g) utilizando a) con la cantidad determinada en g)
utilizando b) y la cantidad determinada en g) utilizando c),

j. en el que la diferencia en las cantidades identifica un agente capaz de
i. unirse a un receptor de dominio Vps10p, y/o
ii. inhibir la sefalizacion a través de un receptor de dominio Vps10p, y/o
iii. inhibir la internalizacion de un agonista de dicho receptor de dominio Vps10p.

En aun otro aspecto la descripcion se refiere a un procedimiento para determinar el grado de inhibiciéon de un agente
o un agente candidato como se define en la presente memoria mas arriba sobre la actividad de un receptor Trpv en
un cultivo celular que expresa dicho receptor y con un cultivo celular que carece de la expresion de dicho receptor,
comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

a. proporcionar un cultivo celular que expresa un receptor Trpv, y

b. proporcionar un cultivo celular que no expresa un receptor Trpv, y

c. opcionalmente proporcionar un cultivo celular que sobreexpresa a trpV receptor
d. proporcionar un agonista del receptor Trpv, y

e. proporcionar una biblioteca de agentes potenciales, y

f. proporcionar un primer ensayo que comprende a) y un segundo ensayo que comprende b) y opcionalmente un
tercer ensayo que comprende c), y

g) afnadir la biblioteca de agentes potenciales que deben ser ensayados a los tres ensayos, y determinar
i. la cantidad de agente unido al receptor Trpv, y/o

ii. el grado de sefalizacion a través del receptor Trpv, y
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h. comparar la cantidad de agente determinada en la etapa h) utilizando a) con la cantidad determinada en h)
utilizando b) y la cantidad determinada en g) utilizando c),

i. en el que la diferencia en las cantidades identifica un agente capaz de unirse a un receptor Trpv, y/o inhibir la
sefalizacion a través de TrpV.

En un aspecto adicional la descripcion se refiere a un procedimiento para determinar el grado de inhibicién de un
agente o agente candidato, sobre la actividad de un receptor TrkA en un cultivo celular que expresa dicho receptor y
con un cultivo celular que carece de la expresion de dicho receptor, comprendiendo dicho procedimiento las etapas
de:

a. proporcionar un cultivo celular que expresa un receptor TrkA, y

b. proporcionar un cultivo celular que no expresa un receptor TrkA, y

c. opcionalmente proporcionar un cultivo celular que sobreexpresa un receptor TrkA
d. proporcionar un agonista del receptor TrkA, y

e. proporcionar una biblioteca de agentes potenciales, y

f. proporcionar un primer ensayo que comprende a) y un segundo ensayo que comprende b) y opcionalmente un
tercer ensayo que comprende c), y

g. anadir la biblioteca de agentes potenciales que deben ser ensayados a los tres ensayos, y
h. determinar

i. la cantidad de agente unido al receptor TrkA, y/o

ii. la cantidad de agente internalizado por el receptor TrkA, y/o

ii. el grado de sefializacion a través del receptor TrkA, y

i. comparar la cantidad de agente determinada en la etapa h) utilizando a) con la cantidad determinada en h)
utilizando b) y opcionalmente la cantidad determinada en g) utilizando c),

j. en el que la diferencia en las cantidades identifica un agente capaz de unirse a un receptor TrkA, y/o inhibir la
sefalizacion a través de TrkA.

En aun otro aspecto la descripcion se refiere a un procedimiento para determinar el grado de inhibiciéon de un agente
o agente candidato, sobre la actividad de un receptor de dominio Vps10p en un mamifero que expresa dicho
receptor con un segundo mamifero que carece de la expresion de dicho receptor y un tercer mamifero que
sobreexpresa dicho receptor, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

a. proporcionar a un mamifero que expresa un receptor de dominio Vps10p, y

b. proporcionar a un mamifero que no expresa un receptor de dominio Vps10p, y

C. proporcionar a un mamifero que sobreexpresa un receptor de dominio Vps10p, y

d. proporcionar un agonista para la sensacion de dolor del receptor de dominio Vps10p, y

e. proporcionar una biblioteca de agentes potenciales, y

f. administrar dicha biblioteca de agentes a dicho mamifero de a), b) y c) respectivamente, y

g. determinar el grado de sefializacion de dolor a través del receptor de dominio Vps10p, en cada uno de los

mamiferos definidos en a), b) y c), utilizando
i. ensayo de von Frey y/o
ii. ensayo de inmersion de cola y/o
iii. ensayo de placa caliente, y

h. comparar el grado de sefalizacion de dolor en la etapa g) utilizando a) con el grado determinado en g) utilizando
b) con el grado determinado en g) utilizando c),

en el que la diferencia en el grado de inhibicion identifica un agente capaz de unirse a un receptor de dominio
Vps10p, inhibiendo la sefalizacién a través de un receptor de dominio Vps10p.
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En aun otro aspecto la descripcion se refiere a un procedimiento para determinar el grado de inhibicion de un agente
0 agente candidato como se define en la presente memoria mas arriba sobre la actividad de un receptor Trpv en un
mamifero que expresa dicho receptor con un segundo mamifero que carece de la expresion de dicho receptor y un
tercer mamifero que sobreexpresa dicho receptor, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

proporcionar a un mamifero que expresa un receptor Trpv, y

proporcionar a un mamifero que no expresa un receptor Trpv, y

proporcionar a un mamifero que sobreexpresa un receptor Trpv, y

proporcionar un agonista para la sensacion de dolor of el receptor Trpv, y

proporcionar una biblioteca de agentes potenciales, y

administrar dicha biblioteca de agentes a dicho mamifero de a), b) y c) respectivamente, y

determinar el grado de sefalizacion de dolor a través del receptor Trpv, en cada uno de los mamiferos
definidos en a), b) y c), utilizando ensayo de von Frey y/o Ensayo de inmersion de cola y/o Ensayo de placa caliente,

y

comparar el grado de sefalizacion de dolor en la etapa g) utilizando a) con el grado determinado en g)
utilizando b) con el grado determinado en g) utilizando c),

en el que la diferencia en el grado de inhibicion identifica un agente capaz de unirse a un receptor Trpv e inhibir la
sefalizacion a través de dicho receptor Trpv.

En otro aspecto la descripcion se refiere a un procedimiento para determinar el grado de inhibicion de un agente o
agente candidato como se define en la presente memoria mas arriba, sobre la actividad de un complejo binario de
receptor de dominio Vps10p : receptor Trpv en un mamifero que expresa dichos receptores con un segundo
mamifero que carece de la expresion de dichos receptores y un tercer mamifero que sobreexpresa dichos
receptores, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

a. proporcionar a un primer y un segundo mamifero que expresan tanto un receptor Trpv y un receptor de dominio
Vps10p, y

b. proporcionar a un primer y un segundo mamifero que carecen de la expresién de un receptor Trpv y un receptor
de dominio Vps10p, y

C. proporcionar a un primer y un segundo mamifero que sobreexpresan un receptor Trpv y un receptor de dominio
Vps10p, y

d. proporcionar un agonista para la sensacion de dolor del receptor Trpv y/o receptor de dominio Vps10p, y

e. proporcionar una biblioteca de agentes potenciales capaces de inhibir la sefializacion a través de un complejo
binario del receptor de dominio Vps10p : receptor Trpv, y

f. administrar dicha biblioteca de agentes a dicho primer mamifero de a), b) y c) respectivamente, y
g. administrar placebo a dicho segundo mamifero de a), b), y c), y

h. determinar el grado de sefializacién de dolor a través del receptor Trpv, en cada uno del primer y segundo
mamiferos definidos en a), b) y c), utilizando

i. ensayo de von Frey y/o

ii. ensayo de inmersion de cola y/o

iii. ensayo de placa caliente, y
i. comparar el grado de sefalizacion de dolor en el primer y segundo mamiferos de la etapa h) utilizando a) y
j. comparar el grado de sefalizacion de dolor en el primer y segundo mamiferos de h) utilizando b) y
comparando el grado de sefializacion de dolor en el primer y segundo mamiferos de h) utilizando c),

en el que la diferencia en el grado de inhibicién de sefalizacion de dolor identifica un agente capaz de unirse a un
complejo de receptor de dominio Vps10p: receptor Trpv e inhibiendo la sefializacién a través de dicho complejo.

En un aspecto importante la descripcion se refiere a un raton transgénico knock-out en el que los genes endogenos
del receptor de dominio Vps10p SorCS1 y/o SorCS2 se han interrumpido para abolir la expresion de un receptor
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funcional, y en el que dicho ratén exhibe una respuesta reducida a los estimulos de dolor en relacion con un ratén de
control no transgénico.

En un aspecto la descripcion se refiere a un procedimiento para detectar un agente candidato para la habilidad de
reducir el dolor en el ratén SorCS1-2 transgénico como se define en la presente memoria mas arriba que comprende
las etapas de:

a. proporcionar un ratén SorCS1-2 como se define en la presente memoria mas arriba;

b.  proporcionar un ratén de tipo salvaje que carece de la interrupcion génica en SorCS1-2 como se define en la
presente memoria mas arriba; y

c.  proporcionar un raton de tipo salvaje de control que carece de la interrupcién génica en SorCS1-2 como se
define en la presente memoria mas arriba; y

d. administrar a dicho primer ratén de tipo salvaje (b) un agente candidato, y comparar el comportamiento de
dolor de dicho raton transgénico de la etapa (a) con el comportamiento de dolor de dicho ratén de tipo salvaje de la
etapa (b) al que se le administr6é dicho agente candidato con el comportamiento de dolor de dicho control raton de
tipo salvaje de la etapa (c) al que no se le administr6 dicho agente candidato; en el que una reduccién en el
comportamiento de dolor en dicho raton de tipo salvaje (b) al que se le administré dicho agente candidato hasta un
nivel comparable con dicho segundo ratdén transgénico al que no se le administr6 dicho agente candidato
relativamente respecto del raton de tipo salvaje de control (c) indica que el agente candidato reduce el
comportamiento del dolor.

En otro aspecto principal la descripcidon se refiere a un raton transgénico para la sobreexpresion condicional u
obligada de Sortilina 0 SorCS1 o SorCS2 en tejidos neuronales.

En un aspecto la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un agente como se definié en
la presente memoria mas arriba, habiéndose determinado la actividad de dicho agente como se definié por los
procedimientos de deteccion en la presente memoria mas arriba.

En un aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento de tratamiento del dolor en un sujero que comprende
administrar a un individuo que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicion farmacéutica
como se definié en la presente memoria mas arriba.

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a un procedimiento para tratar la neuropatia administrando
a un individuo que lo necesite una cantidad suficiente del agente como se define en la presente memoria.

En un aspecto, la descripcion se refiere a un kit en partes que comprende:

la composicion farmacéutica como se define en la presente memoria mas arriba y un instrumento médico u otro
medio para administrar el medicamento e instrucciones sobre como usar el kit en partes.

En otro aspecto, la descripcion se refiere a un inmunoconjugado que comprende el agente anticuerpo como se
define en la presente memoria mas arriba, y un conjugado seleccionado del grupo que consiste en: un agente
citotoxico tal como un agente quimioterapéutico, una toxina, o un isétopo radioactivo; un miembro de un par de unién
especifica, tal como avidina o estreptavidina o un antigeno.

En un aspecto importante la descripcion se refiere al uso de el al menos un agente como se define en la presente
memoria mas arriba en el que dicho agente es capaz de inhibir la expresion de un receptor de dominio Vps10p o un
receptor TrpV o un receptor TrkA en un animal.

En un aspecto, la descripcion se refiere a un procedimiento para la comercializaciéon de un medicamento,
comprendiendo dicho producto al menos un agente aislado, siendo dicho agente como se define en la presente
memoria mas arriba, y comprendiendo dicha comercializacion la difusién pubica de la informacion de que la
inhibicién de la formacion de dicho complejo tiene impacto sobre la sensacion de dolor en dicho sujeto.

Perspectiva general de los dibujos

Figura 1: perspectiva general del receptor

Figura 2: interacciones fisicas de los receptores - coinmunoprecipitaciones.
Figura 3: Interacciones fisicas de los receptores — esquematica

Figura 4: Datos estereoldgicos e inmunofluorescencia de DRG

Figura 5a-b: placa caliente y retirada de cola

Figura 5c: ensayo de von Frey
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Figura 6: Dolor neuropatico en el modelo animal de Lesion con Nervio Preservado.
Figura 7a-b: Dolor neuropatico en el modelo animal de Ligadura del Nervio Espinal
Figura 8: datos de union BIACORE para los agentes de la invencion

Descripcion detallada de la invenciéon

Definiciones

Dolor agudo: dolor que aparece rapidamente, puede ser grave, pero dura un tiempo relativamente corto en oposicion
al dolor crénico.

Adyuvante: Cualquier sustancia cuya mezcla con un determinante inmunogénico/antigeno administrado aumenta o
modifica de otro modo la respuesta inmune a dicho determinante.

Afinidad: La interaccion de la mayoria de los ligandos con sus en sitios de unién puede caracterizarse en términos de
una afinidad de unién. En general, la unidn de los ligandos de alta afinidad resultada de mayor fuerza intermolecular
entre el ligando y su receptor mientras que la unién del ligando de baja afinidad implica menos fuerza intermolecular
entre del ligando y su receptor. En general, la unién de alta afinidad implica un tiempo de residencia mas largo para
el ligando en su sitio de union al receptor que en el caso para la unién de baja afinidad. La unién de alta afinidad de
ligandos a los receptores es a menudo fisiolégicamente importante cuando algo de la energia de unién se puede
utilizar para provocar un cambio conformacional en el receptor, lo que resulta en comportamiento alterado de un
canal de iones asociado o enzima.

Un ligando que puede unirse a un receptor, alterar la funcién del receptor y desencadenar una respuesta fisioldgica
se llama un agonista para ese receptor. Unién a un receptor agonista puede caracterizarse tanto en términos de
cuanto se puede activar la respuesta fisiologica y en términos de la concentracién del agonista que se requiere para
producir la respuesta fisioldgica. La unién de alta afinidad al ligando implica que una concentracion relativamente
baja de un ligando es adecuada para ocupar al maximo un sitio de unién a ligando y desencadenar una respuesta
fisiolégica. Unidn de baja afinidad implica que se requiere una concentracion relativamente alta de un ligando antes
de que el sitio de unidn esta ocupado maximo y se consigue la maxima respuesta fisiolégica al ligando. La union del
ligando a menudo se caracteriza en términos de la concentracion de ligando a la que la mitad de los sitios de unién a
receptores estan ocupados, conocida como la constante de disociacion (kq). La afinidad también es la resistencia de
la unién entre los receptores y sus ligandos, por ejemplo entre un anticuerpo y su antigeno.

Alcohol: Una clase de compuestos organicos que contienen uno o mas grupos hidroxilo (OH). En este contexto un
grupo hidrocarburo saturado o insaturado, ramificado o no ramificado que esta situado como un sustituyente en una
molécula mas grande.

Grupo aliciclico: el término "grupo aliciclico" significa un grupo hidrocarburo ciclico que tiene propiedades parecidas
a las de los grupos alifaticos.

Grupo alifatico: en el contexto de la descripcion, el término "grupo alifatico” significa un grupo hidrocarburo
ramificado lineal saturado o insaturado. Este término se usa para abarcar grupos alquilo, alquenilo, y alquinilo, por
ejemplo.

Grupo alquilo: El término "grupo alquilo" significa un grupo hidrocarburo ramificado o lineal saturado incluyendo, por
ejemplo, metilo, etilo, isopropilo, t-butilo, heptilo, dodecilo, octadecilo, amilo, 2-etilhexilo, y similares.

Grupo alquenilo: el término "grupo alquenilo" significa un grupo hidrocarburo ramificado o lineal insaturado con uno o
mas enlaces dobles carbono-carbono, tal como un grupo vinilo.

Alquinilo grupo: el término "grupo alquinilo" significa un grupo hidrocarburo ramificado o lineal insaturado con uno o
mas enlaces triples carbono-carbon.

Anfifilo: sustancia que contiene ambos grupos polares, solubles en agua y no polares insolubles en agua.

Agonista: Un agonista es un compuesto capaz de incrementar o afectar la actividad de un receptor. Especialmente,
un agonista del receptor de dominio Vps10p es un compuesto capaz de unirse a uno o mas de los sitios de union de
un receptor de dominio Vps10p induciendo de ese modo la misma respuesta fisiolégica que un compuesto ligando
de agonista endégeno dado. Analogamente, los agonistas Trpv y TrkA son compuestos capaces de unirse a uno o
mas de los sitios de unidn de un receptor Trpv y TrkAs induciendo de ese modo la misma respuesta fisioldgica que
un compuesto ligando agonista endégeno determinado.

Antagonista : Un antagonista es en este caso sinénimo de un inhibidor. Un antagonista es un compuesto capaz de
disminuir la actividad de un efector tal como un receptor. En concreto, un antagonista de un receptor de dominio
Vps10p es un compuesto capaz de unirse a uno o mas de estos sitios de unién del receptor de dominio Vps10p
inhibiendo de ese modo la unién de otro ligando de este modo inhibiendo una respuesta fisiolégica. Analogamente,
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los antagonistas TRPV y TrkA son compuestos capaces de unirse a uno o mas de estos sitios de union de los
receptores Trpv y TrkAs inhibiendo de ese modo la respuesta fisioldgica del compuesto ligando agonista.

ARN antisentido : una molécula de ARN capaz de hacer que el gen se silencie especificamente uniéndose a una
molécula de ARNm de interés .

ADN antisentido : una molécula de ADN capaz de hacer que el gen se silencie especificamente uniéndose a una
molécula de ARNm de interés .

Anticuerpo : El término "anticuerpo” segun lo referido en la presente memoria incluye anticuerpos completos y
cualquier fragmento de unién a antigeno (es decir, "porcidon de union a antigeno") o cadena simple del mismo.

"Un anticuerpo completo" se refiere a una glicoproteina que comprende al menos dos cadenas pesadas (H) y dos
cadenas livianas (L) interconectadas por enlaces disulfuro, o una porciéon de unién al antigeno del mismo. Cada
cadena pesada comprende una region variable de cadena pesada (abreviada en la presente memoria como V4) y
una region constante de cadena pesada (abreviada en presente la memoria como Cy). Cada cadena liviana esta
compuesta por una region variable de cadena liviana (abreviada en la presente memoria como V.) y una region
constante de cadena liviana (abreviada en la presente memoria como C.). Las regiones Vyy V. pueden ser
subdivididas en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones de determinacion de complementariedad
(CDR), intercaladas con regiones que estan mas conservadas, denominadas regiones marco (FR). Cada Vhy VL.
esta compuesta de tres CDR y cuatro FR, dispuestas desde el extremo terminal amino al extremo terminal carboxi
en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Las regiones variables de las cadenas livianas y
pesadas contienen un dominio de unién que interacciona con un antigeno. Las regiones constantes de los
anticuerpos pueden mediar la unién de la inmunoglobulina en tejidos o factores del huésped, incluyendo varias
células del sistema inmune (por ejemplo, células efectoras) y el componente de imprimacion (C1q) del sistema
clasico del complemento.

El término "porcidn de union a antigeno” de un anticuerpo, como se emplea en la presente memoria, se refiere a uno
o mas fragmentos de un anticuerpo que retienen la capacidad de unirse especificamente a un anticuerpo antigeno.
Se ha demostrado que la funcién de unién a antigeno de un anticuerpo puede ser realizada por fragmentos de un
anticuerpo de longitud completa. Los ejemplos de fragmentos de uniéon contemplados dentro de la expresion
"porcion de unién al antigeno" de un anticuerpo incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que
consiste en los dominios Vi, Vu, CLy Chs; (i) un fragmento F(ab')2, un fragmento bivalente que comprende dos
fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la region bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste en los
dominios Vi y Chy; (iv) un fragmento Fv que consiste en los dominios V. y Vi de un Unico brazo de un anticuerpo, (v)
un fragmento dAb (Ward et al., (1989) Nature 341:544-546), que consiste en un dominio Vy; (vi) una region de
determinacion de complementariedad aislada (CDR ), y (vii) una combinacién de dos o mas CDR aisladas que
pueden opcionalmente estar unidas por un acoplador sintético. Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv,
VL y Vu, estan codificados por genes separados, pueden unirse, utilizando procedimientos recombinantes, por un
acoplador sintético que les permite ser como una cadena de proteina simple en la que el par de regiones V. y V4
para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv de cadena simple (scFv) ; véase, por ejemplo, Bird et al.
(1988) Science 242:423-426; y Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883). Dichos anticuerpos
de cadena simple también estan destinados a estar comprendidos dentro de la expresion "porciéon de unién a
antigeno" de un anticuerpo.

Un ejemplo adicional de un dominio de uniéon a antigeno es las proteinas de fusién con inmunoglobulina que
comprenden (i) un polipéptido de dominio de unién que esta fusionado a un polipéptido de region de bisagra de
inmunoglobulina, (ii) una regién constante CH2 de cadena pesada de inmunoglobulina fusionada a la region bisagra,
y (iii) una region constante CH3 de cadena pesada de inmunoglobulina fusionada a la regién constante CH2. El
polipéptido de dominio de unién puede ser una region variable de cadena pesada o una region variable de cadena
liviana. Tales proteinas de fusién de inmunoglobulina de dominio de unién también se describen en US
2003/0118592 y US 2003/0133939.

Estos fragmentos de anticuerpo se obtienen utilizando técnicas convencionales conocidas por los expertos en la
técnica, y los fragmentos son seleccionados para la utilidad de la misma manera que los anticuerpos intactos .

El término "epitopo” significa un determinante de proteina capaz de unirse a un anticuerpo especifico. Los epitopos
normalmente consisten en agrupaciones superficiales quimicamente activas de moléculas tal como aminoacidos o
cadenas laterales de azlcares y por lo general tienen tres caracteristicas estructurales de dimension especificas, asi
como caracteristicas de carga especificas. Los epitopos conformacionales y no conformacionales se distinguen en
que la union al primero, pero no el Ultimo se pierde en presencia de disolventes desnaturalizantes.

El término "epitopo discontinuo” como se emplea en la presente memoria, significa un epitopo conformacional de un
antigeno proteico que esta formado de al menos dos regiones separadas en la secuencia primaria de la proteina. Un
epitopo discontinuo también puede estar formado por al menos dos regiones de una o mas proteinas, en tal caso, el
antigeno puede estar formado por una o mas proteinas .

El término “molécula biespecifica" pretende incluir cualquier agente, por ejemplo, una proteina, péptido, o proteina o
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complejo de péptido, que tiene dos especificidades de unién diferentes. Por ejemplo, la molécula puede unirse a, o
interactuar con, (a) un antigeno de superficie celular y (b) un receptor Fc sobre la superficie de una célula efectora.
El término "molécula multiespecifica" o “molécula heteroespecifica" pretende incluir cualquier agente, por ejemplo,
una proteina, péptido, o complejo proteico o peptidico, que tiene mas de dos especificidades de union diferentes. Por
ejemplo, la molécula puede unirse a, o interactuar con, (a) un antigeno de superficie celular, (b) un receptor Fc sobre
la superficie de una célula efectora, y (c) al menos otro componente. Por consiguiente, La Invencioén incluye, pero no
se limita a, moléculas biespecificas, triespecificas, tetraspecificas, y otras moléculas multiespecificas que se dirigen
al epitopo CaOU-1, y a otros antigenos o dianas de la superficie celular, tal como receptores Fc en células efectoras.

Como se emplea en la presente memoria, un anticuerpo humano se "obtiene de" un secuencia de linea germinal
particular, si el anticuerpo se obtiene a partir de un sistema utilizando secuencias de inmunoglobulina humana, por
ejemplo, mediante la inmunizaciéon de un raton transgénico portador de genes de inmunoglobulina humana o por
deteccion de una biblioteca de genes de inmunoglobulina humana, y en el que el anticuerpo humano seleccionado
es al menos 90%, mas preferentemente al menos 95%, incluso mas preferentemente al menos 96%, 97%, 98%, o
99% idéntico en la secuencia de aminoacidos respecto de la secuencia de aminoacidos codificada por el gen de
inmunoglobulina de la linea germinal. Tipicamente, un anti-cuerpo humano obtenido de una secuencia de la linea
germinal humana en particular mostrara no mas de diferencias de 10 aminoacidos, mas preferentemente, no mas de
5 o incluso mas preferentemente, no mas de una diferencia de 4, 3, 2 6 1 aminoacidos de la secuencia de
aminoacidos codificados por el gen de la inmunoglobulina de la linea germinal.

El término "anticuerpo humano", como se emplea en la presente memoria, se pretende que incluya anticuerpos que
tienen regiones constantes y variables obtenidos de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana. Los
anticuerpos humanos de la invencién pueden incluir residuos de aminoacidos no codificados por secuencias de
inmunoglobulina de la linea germinal humana (por ejemplo, las mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o
especifica del sitio in vitro o por mutacion somatica in vivo). Sin embargo, el término "anticuerpo humano", como se
emplea en la presente memoria, no pretende incluir anticuerpos en los que las secuencias CDR obtenidas de la linea
germinal de otra especie de mamifero, tal como un ratén, han sido injertados en secuencias marco humanas.

El término "anticuerpo recombinante humano", como se emplea en la presente memoria, incluye todos los
anticuerpos humanos que se preparan, expresan, crean o aislan por medios recombinantes, tal como (a) anticuerpos
aislados de un animal (por ejemplo, un ratdn) que es transgénico o transcromosomal para genes de inmunoglobulina
humana o un hibridoma preparado a partir del mismo, (b) anticuerpos aislados de una célula huésped transformada
para expresar el anticuerpo, por ejemplo, de un transfectoma, (c) anticuerpos aislados de una biblioteca de
anticuerpos humanos combinatoriales, recombinantes, y (d) anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados
por cualquier otro medio que implica el empalme de secuencias de genes de inmunoglobulina humana con otras
secuencias de ADN. Tales anticuerpos humanos recombinantes tienen regiones constantes y variables derivadas de
secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana.

En ciertas formas de realizacion, sin embargo, tales anticuerpos humanos recombinantes pueden ser sometidos a
mutagénesis in vitro (0, cuando se usa un animal transgénico para secuencias de Ilg humana, mutagénesis somatica
in vivo) también llamada maduraciéon de afinidad y por lo tanto las secuencias de aminoacidos de la regiones Vi y Vi
de los anticuerpos recombinantes son secuencias que, aunque se obtienen de y estan relacionadas con las
secuencias Vy 'y V. de la linea germinal humana, no pueden existir de forma natural dentro de repertorio de la linea
germinal de anticuerpos humanos in vivo.

Como se emplea en la presente memoria, un "anticuerpo heterélogo" se define con relacién al organismo no humano
transgénico que produce dicho anticuerpo. Este término se refiere a un anticuerpo que tiene una secuencia de
aminoacidos o una secuencia de acidos nucléicos codificante correspondiente a la encontrada en un organismo que
o consiste en el animal no humano transgénico, y por lo general a partir de una especie diferente a la del animal no
humano transgénico.

Un "anticuerpo aislado", como se emplea en la presente memoria, pretende referirse a un anticuerpo que esta
sustancialmente libre de otros anticuerpos que tienen diferentes especificidades antigénicas (por ejemplo, un
anticuerpo aislado que se une especificamente al epitopo CaOU-1 esta sustancialmente libre de anticuerpos que se
unen especificamente a antigenos distintos del epitopo CaOU-1). Un anticuerpo aislado que se une especificamente
a un epitopo, isoforma o variante del epitopo CaOU-1 humano puede, sin embargo, tener una reactividad cruzada
con otros antigenos relacionados, por ejemplo, de otras especies (por ejemplo, homdlogos de especies de epitopo
CaOuU-1). Ademas, un anticuerpo aislado puede estar sustancialmente libre de otro material celular y/o productos
quimicos.

Como se emplea en la presente memoria, "union especifica" se refiere a la union del anticuerpo a un antigeno
predeterminado. Tipicamente, el anticuerpo se une con una afinidad correspondiente a un Kp de aproximadamente
107 M o menos, tal como aproximadamente 10® M o menos, tal como aproximadamente 10° M o menos,
aproximadamente 107" M o menos, o aproximadamente 10'" M o incluso menos, cuando se mide como afinidades
aparentes en base a los valores de ICsp en FACS, y se une al antigeno predeterminado con una afinidad
correspondiente a un Kp que es al menos diez veces menor, tal como al menos 100 veces inferior a su afinidad para
unirse a un antigeno no especifico (por ejemplo, BSA, caseina) distinto del antigeno predeterminado o un antigeno
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estrechamente relacionado.

Avidez: La fuerza de combinacion funcional de un anticuerpo con su antigeno que esta relacionada tanto con la
afinidad de la reaccién entre los epitopos y paratopos, y las valencias del anticuerpo y antigeno.

Clases de anticuerpos: Dependiendo de las secuencias de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas
pesadas, las inmunoglobulinas pueden asignarse a diferentes clases. Hay al menos cinco (5) clases principales de
inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, y varias de estas pueden dividirse ademas en subclases (isotipos), por
ejemplo, 1gG-1, IgG-2, 1gG-3 y de 1gG-4; IgA-1 e IgA-2. Los dominios constantes de cadenas pesadas que
corresponden a las diferentes clases de inmunoglobulinas se denominan alfa (a), delta (), épsilon (&), gamma (y) y
mu (u), respectivamente. Las cadenas livianas de anticuerpos pueden ser asignadas a uno de dos tipos claramente
distintos, denominados kappa (k) y lambda (1), en base a las secuencias amino de su dominio constante. Las
estructuras de las subunidades y las configuraciones tridimensionales de diferentes clases de inmunoglobulinas son
bien conocidas.

Sitio de combinacién de anticuerpos: Un sitio de combinacién de anticuerpos es aquella porcién estructural de una
molécula de anticuerpo compuesta por regiones hipervariables y variables de cadena liciana y pesada y que se une
especificamente a (inmunorreacciona con) un antigeno. El término inmunorreacciona en sus diversas formas
significa la union especifica entre una molécula que contiene un determinante antigénico y una molécula que
contiene un sitio de combinaciéon de anticuerpos tal como una molécula de anticuerpo completa o una parte de la
misma. Como alternativa, un sitio de combinacién de anticuerpos se conoce como un sitio de unién de antigenos.

Anticuerpo quimérico: Un anticuerpo en el que las regiones variables son de una especie animal y las regiones
constantes son de otra especie de animal. Por ejemplo un anticuerpo quimérico puede ser un anticuerpo que tiene
regiones variables que se obtienen de anticuerpo monoclonal de ratdn y regiones constantes que son humanas.

Region de determinacién de complementariedad o CDR: Regiones, en los dominios V de un anti-cuerpo que en
conjunto forman el dominio de unién y reconocimiento de anticuerpos.

Region constante o dominio constante o dominio C: las regiones constantes son aquellas porciones estructurales de
una molécula de anticuerpo que comprende secuencias de residuos de aminoacidos dentro de un isotipo dado que
puede contener sustituciones conservadoras en el mismo. Las regiones constantes de cadena pesada de
inmunoglobulina ejemplares son aquellas porciones de una molécula de inmunoglobulina conocida en la técnica
como CH1, CH2, CH3, CH4 y CH5. Una region constante de inmunoglobulina de cadena liviana es aquella parte de
una molécula de inmunoglobulina conocida en la técnica como Ci.

Diacuerpos: Este término se refiere a pequefios fragmentos de anticuerpos con dos sitios de unién a antigenos,
dichos fragmentos comprenden un dominio variable de cadena pesada (VH) conectado a un dominio variable de
cadena liviana (VL) en la misma cadena de polipéptidos (VH-VL). Utilizando un enlazador que es demasiado corto
para permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena, los dominios son forzados a
emparejarse con los dominios complementarios de otra cadena y crear dos -sitios de la uniéon a antigenos. Los
diacuerpos se describen mas completamente en, por ejemplo, EP 404,097; WO 93/11161; y Hollinger et al., Proc.
Natl. Acad Sci. USA 90: 6444-6448 (1993).

Fv: fragmento de anticuerpo de cadena doble que contiene tanto un Vi como un V..

Marco de anticuerpo humano: Una molécula que tiene un sitio de unién a antigeno y esencialmente todas las partes
derivadas de inmunoglobulina restantes de la molécula derivada de una inmunoglobulina humana.

Marco de anticuerpo humanizado: Una molécula que tiene un sitio de unién a antigeno obtenido de una
inmunoglobulina de una especie no humana, mientras que algunas o todas las partes derivadas de inmunoglobulina
restantes de la molécula se obtienen de una inmunoglobulina humana. El sitio de uniéon a antigenos puede
comprender o bien un dominio de variable completo de la inmunoglobulina no humana fusionada en uno o mas
dominios contantes humanos; o una o mas de las regiones de determinacion de complementariedad (CDRs)
injertadas en regiones marco humanas apropiadas en el dominio variable. En un anticuerpo humanizado, los CDRs
pueden ser de un anticuerpo monoclonal de ratén y las otras regiones del anticuerpo son humanas.

Inmunoglobulina: Los anticuerpos en suero, incluyendo IgG, IgM, IgA, IgE y IgD.

Isotipos de Inmunoglobulina: nombres dados a Ig que tienen diferentes cadenas H, los nombres son IgG (1gG1, 2:3.4),
IgM, IgA (IgA1,2), slgA, IgE, IgD.

Inmunolégicamente distintos: La frase inmunolégicamente distintos se refiere a la capacidad de distinguir entre dos
polipéptidos en la capacidad de un anticuerpo para unirse especificamente a uno de los polipéptidos y no unirse
especificamente al otro polipéptido.

Anticuerpo Monoclonal: la frase anticuerpo monoclonal en sus diversas formas gramaticales se refiere a una
poblacién de moléculas de anticuerpo que contiene sélo una especie de sitio de combinacién de anticuerpos capaz
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de inmunoreaccionar con un antigeno particular. Un anticuerpo monoclonal por lo tanto presenta tipicamente una
sola afinidad de unién para cualquier antigeno con el que inmunorreacciona. Un anticuerpo monoclonal puede
contener una molécula de anticuerpo que tiene una pluralidad de sitios de combinacién de anticuerpo, cada uno
inmunoespecifico para un antigeno diferente, por ejemplo, un anticuerpo monoclonal biespecifico.

Anticuerpo policlonal: Los anticuerpos policlonales son una mezcla de moléculas de anticuerpos que reconocen un
determinado antigeno especifico, por lo tanto, los anticuerpos policlonales pueden reconocer diferentes epitopos
dentro de dicho antigeno.

Anticuerpo de cadena simple o scFv: La frase anticuerpo de cadena simple se refiere a un Unico polipéptido que
comprende uno o mas sitios de unidén antigenos, por lo general un sitio de unién a antigeno. Ademas, aunque las
cadenas H y L de un fragmento Fv estan codificadas por genes separados, las mismas pueden estar ligadas ya sea
directamente o a través de un péptido, por ejemplo se puede fabricar un enlazador sintético que les permita que
sean una sola cadena de proteina (conocida como anticuerpo de cadena simple, Abs;. Bird et al 1988 Ciencia
242:423-426;. y Huston et al 1988 PNAS 85:5879-5883) mediante procedimientos recombinantes. Tales anticuerpos
de cadena simple también estan contemplados dentro del término "anticuerpo", y pueden utilizarse como
determinantes de unién en el disefio y la ingenieria de una molécula de unién de unién multiespecifica.

Valencia: El término valencia se refiere al nimero de potenciales sitios de union antigénicos, es decir, los dominios
de union, en un polipéptido. Un polipéptido puede ser monovalente y puede contener un sitio de unién a antigeno o
un polipéptido puede ser bivalente y contener dos sitios de unién a antigeno. Ademas, un polipéptido puede ser
tetravalente y contener cuatro sitios de union a antigeno. Cada sitio de union a antigeno se une especificamente a
un antigeno. Cuando un polipéptido comprende mas de un sitio de unién a antigeno, cada sitio de unién a antigeno
puede unirse especificamente a antigenos iguales o diferentes. Por lo tanto, un polipéptido puede contener una
pluralidad de estos sitios de unién a antigenos y por tanto, ser multivalente y un polipéptido puede unirse
especificamente a antigenos iguales o diferentes.

Dominio V: dominio variable son las partes estructurales de una molécula de aminoacido que comprende secuencias
de residuos de aminoacidos que forman sitios de unién a antigenos. Una region variable de inmunoglobulina de
cadena liviana ejemplar es la porcién de una molécula de inmunoglobulina conocida en la técnica como V..

V: dominio variable de cadena ligera.
Vu: dominio variable de cadena pesada.

Apoptosis: La apoptosis es un proceso de suicidio por parte de una célula en un organismo multicelular. Es uno de
los principales tipos de muerte celular programada (PCD), y supone una serie orquestada de eventos bioquimicos
que conducen a una caracteristica morfologia celular y la muerte.

Inhibidor de apoptosis: Cualquier compuesto capaz de disminuir el proceso de apoptosis.

Grupo aromatico: el término "grupo aromatico" o "grupo arilo" significa un grupo hidrocarburo aromatico mono o
policiclico.

Unién: El término "unién" o "asociado con" se refiere a una condicién de proximidad entre entidades quimicas o
compuestos, o porciones de los mismos. La asociacion puede ser no covalente - en la que la yuxtaposicion esta
energéticamente favorecida por enlaces de hidrogeno o de van der Waals o interacciones electrostaticas -o puede
ser covalente.

Sitio de union: El término "sitio de unién" o "bolsillo de unién", como se emplea en la presente memoria, se refiere a
una region de una molécula o complejo molecular que, como resultado de su forma, se asocia favorablemente con
otra molécula, complejo molecular, entidad quimica o compuesto. Como se emplea en la presente memoria, €l
bolsillo comprende al menos una cavidad profunda y, opcionalmente, una cavidad superficial.

Sitio de unién 1 de Sortilina: Un sitio de unién de alta afinidad de neurotensina o como sinénimo sitio de unién 1 es
un sitio de unién de sortilina (SEC ID NO. 1) que tiene alta afinidad para la neurotensina o un fragmento o variante
de neurotensina, y que tiene afinidad para el propéptido sortilina o un fragmento del mismo (Residuos de
aminoacidos 34-77 de SEC ID NO. 1) comprendiendo dicho sitio de unioén los residuos de aminoacidos R325, S316,
Y351, 1353, K260, 1327, F314, F350 a M363, S305, F306, T398 a G400, 1303-G309, Q349-A356, Y395 y T402 de
SEC ID NO. 1. Mas preferentemente, el sitio de unién 1 comprende los aminoacidos R325, S316, Y351, 1353, K260,
1327, F314, F350 a M363, S305, F306 y T398 a G400 de SEC ID NO. 1. Mucho mas preferentemente el sitio de
union 1 de sortilina comprende los aminoacidos R325, S316, Y351, 1353, K260, 1327, F314 y F350 a M363 de SEC
ID NO. 1. El sitio de unién 1 es un sitio de unién promiscuo.

Sitio de unién 2 de Sortilina: A sitio de unién de sortilina que tiene baja afinidad para neurotensina o un fragmento o
variante de neurotensina, comprendiendo dicho sitio de unién los residuos de aminoacidos L572, L114, V112, R109
a S111, S115 a G118, T570, G571, W586, W597, T168-1174, L572, A573 y S584 a F588 de SEC ID NO. 1. Mas
preferentemente el sitio de unién de baja afinidad a sortilina de neurotensina comprende los aminoacidos L572, L114,
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V112, R109 a S111, S115 a G118, T570, G571, W586 y W597 de SEC ID NO. 1. Mucho mas preferentemente el
sitio de unién de baja afinidad a sortilina de neurotensina comprende los aminoacidos L572, L114 y V112. El sitio de
unién 2 es promiscuo y puede unirse al propéptido de Sortilina (residuos de aminoacidos 34-77 de SEC ID NO. 1).

Sitio de unién 3 de Sortilina: Un sitio de unién promiscuo de sortilina que comprende los residuos de aminoacidos
D403, S420, D422, N423, S424, 1425, E426, E444, T451, Y466, E470, 1498, S499 y V500 de SEC ID NO. 1, mas
preferentemente que comprende los residuos de aminoacidos D403, N423, S424, 1425, T451, Y466, 1498 y V500 de
SEC ID NO. 1, mucho mas preferentemente que comprende los residuos de aminoacidos T451, Y466, 1498 y V500
de SEC ID NO. 1.

Agente bioreactivo: término "agente bioactivo" como se emplea en la presente memoria se refiere a cualquier
sustancia que puede ser utilizada en conexidén con una aplicacion que sea terapéutica o diagnoéstica, tal como, por
ejemplo, en los procedimientos para diagnosticar la presencia o ausencia de una enfermedad en un paciente y/o
procedimientos para el tratamiento de una enfermedad en un paciente. "Agente bioactivo" se refiere a sustancias,
que son capaces de ejercer un efecto bioldgico in vitro y/o in vivo. Los agentes bioactivos pueden ser neutros, con
carga positiva o negativa. Los agentes bioactivos adecuados incluyen, por ejemplo profarmacos, agentes de
diagndstico, agentes terapéuticos, agentes farmacéuticos, farmacos, agentes de suministro de oxigeno, sustitutos de
la sangre, moléculas organicas sintéticas, polipéptidos, péptidos, vitaminas, esteroides, analogos de esteroides y
determinantes genéticos, incluyendo nucledsidos, nucleétidos y polinucledtidos.

Grupo catiénico: un grupo quimico capaz de funcionar como un dador de protones cuando un compuesto que
comprende el grupo quimico se disuelve en un disolvente, preferiblemente cuando se disuelve en agua.

Dolor crénico: Dolor (una sensacion desagradable de malestar) que persiste o evoluciona durante un largo periodo
de tiempo. En contraste con el dolor agudo que surge de repente en respuesta a una lesion especifica y es
generalmente tratable, el dolor crénico persiste en el tiempo y es a menudo resistente a los tratamientos médicos.

El dolor cronico puede estar relacionado con una serie de diferentes afecciones médicas incluyendo (pero sin
limitarse a) diabetes, artritis, migrafa, fibromialgia, cancer, herpes zéster, ciatico, trauma anterior y o lesion. El dolor
cronico puede empeorar como respuesta a factores ambientales y/o psicolégicos. Actualmente una gran variedad de
opciones de tratamiento estan disponibles para las personas con dolor cronico. El objetivo de la gestion de dolor es
proporcionar el alivio de los sintomas y mejorar el nivel de funcionamiento de una persona en las actividades diarias.
Varios tipos de medicamentos se han utilizado en el tratamiento del dolor crénico, incluyendo acetaminofeno,
ibuprofeno, aspirina, inhibidores de COX-2, medicamentos antimigrafa, sedantes, opiaceos y antidepresivos. Estos
medicamentos se pueden administrar conjuntamente junto con el medicamento de la descripcion.

Tratamientos no medicinales para el dolor crénico pueden incluir ejercicios, terapia fisica, asesoramiento,
estimulacion eléctrica, biorretroalimentacion, acupuntura, hipnosis, medicina quiropractica y otros tratamientos que
también se pueden combinar con el tratamiento con agentes de la descripcion.

Complejo: Como se emplea en la presente memoria el término "complejo” se refiere a la combinacion de una
molécula o una proteina, analogos de conservantes o truncamientos del mismo asociados con una entidad quimica.
Especificamente la descripcion se refiere a un complejo binario entre un receptor de dominio Vps10p y un receptor
Trpv en el que dicho complejo binario opcionalmente puede unirse a un componente del tercer receptor, pero sin
limitarse a un receptor TrkA o un fragmento o variante del mismo Los inventores han encontrado que el complejo
binario y ternario mencionados anteriormente estan involucrados en la transduccién de sefiales de dolor los cuales
pueden ser limitados o abolidos inhibiendo la formacién de dicho complejo binario o ternario.

Coordenada: el término "coordenada" como se emplea en la presente memoria, se refiere a la informacion de la
organizacion tridimensional de los atomos que contribuyen a la estructura de una proteina. El mapa final que
contiene las coordenadas atémicas de los constituyentes del cristal pueden ser almacenadas en un vehiculo de
datos; normalmente los datos se almacenan en formato PDB o en formato mmCIF, ambos de los cuales son
conocidos por la persona experta en la técnica. Sin embargo, las coordenadas del cristal también pueden
almacenarse en tablas simples o formatos de texto. El formato PDB esta organizado de acuerdo a las instrucciones y
directrices dadas por el Research Col-laboratory para la Biologia Estructural.

Grupo ciclico: el término "grupo ciclico" significa un grupo hidrocarburo anular cerrado que se clasifica como un
grupo aliciclico, grupo aromatico o grupo heterociclico.

Cicloalquenilo: significa un radical carbociclico insaturado monovalente que consiste en uno, dos o tres anillos, de
tres a ocho carbonos por anillo, que puede opcionalmente estar sustituido con uno o dos sustituyentes
seleccionados del grupo que consiste en hidroxi, ciano, alquenilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alqueniltio,
halo, haloalquenilo, hidroxialquenilo, nitro, alcoxicarbonenilo, amino, alquenilamino, alquenilsulfonilo, arilsulfonilo,
alquenilaminosulfonilo, arilaminosulfonilo, alquilsulfonilamino, arilsulfonilamino, alquenilaminocarbonilo,
arilaminocarbonilo, alquenilcarbonilamino y arilcarbonilamino.

Cicloalquilo: significa un radical carbociclico saturado monovalente que consiste en uno, dos o tres anillos, de tres a
ocho carbonos por anillo, que puede opcionalmente estar sustituido con uno o dos sustituyentes seleccionados del
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grupo que consiste en hidroxi, ciano, alquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alquiltio, halo, haloalquilo,
hidroxialquilo, nitro, alcoxicarbonilo, amino, alquilamino, alquilsulfonilo, arilsulfonilo, alquilaminosulfonilo,
arilaminosulfonilo, alquilsulfonilamino, arilsulfonilamino, alquilaminocarbonilo, arilaminocarbonilo, alquilcarbonilamino
y arilcarbonilamino

Interaccion dipolo-dipolo: El término "interaccion dipolo-dipolo” como se emplea en la presente memoria se refiere a
la atraccion que puede ocurrir entre dos o mas moléculas polares. Por lo tanto, "la interaccion dipolo-dipolo" se
refiere a la atraccion del extremo positivo sin carga, parcial de una primera molécula polar respecto del extremo
negativo sin carga, parcial de la segunda molécula polar. "La interaccion dipolo-dipolo” también se refiere a la unién
de hidrégeno intermolecular.

Interaccion electrostatica: El término "interaccién electrostatica” como se emplea en la presente memoria se refiere a
cualquier interaccion que ocurre entre componentes cargados, moléculas o iones, debido a las fuerzas de atraccion
cuando componentes de carga eléctrica opuesta se atraen entre si. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a:
interacciones idnicas, interacciones covalentes, interacciones entre un ion y un dipolo (molécula polar e ion),
interacciones entre dos dipolos (cargas parciales de moléculas polares), enlaces de hidrégeno y enlaces de
dispersion de London (dipolos inducidos de moléculas polarizables). Por lo tanto, por ejemplo, "interaccion iénica" o
"interaccion electrostatica" se refiere a la atraccion entre una primera molécula con carga positiva y una segunda
molécula con carga negativa. Las interacciones idnicas o electrostaticas incluyen, por ejemplo, la atraccion de entre
un agente bioactivo con carga negativa.

Entidad: una entidad es unitaria. Especificamente unan entidad del complejo binario del receptor de dominio
Vps10p : receptor Trpv puede ser un receptor de dominio Vps10p seleccionado del grupo que consiste en Sortilina
(SEC ID NO. 1), SorLA (SEC ID NO. 2), SorCS1 (SEC ID NO. 3), SorCS2 (SEC ID NO. 4) y SorCS3 (SEC ID NO. 5),
y/o un receptor Trpv seleccionado del grupo que consiste en TrpV1 (SEC ID NO. 6), TrpV2 (SEC ID NO. 7), TrpV3
(SEC ID NO. 8) y TrpV4 (SEC ID NO. 9).

Por consiguiente una entidad del complejo ternario del receptor de dominio Vps10p : TrkA : receptor Trpv puede ser
un receptor de dominio Vps10p seleccionado del grupo que consiste en Sortilina Sortilina (SEC ID NO. 1), SorLA
(SEC ID NO. 2), SorCS1 (SEC ID NO. 3), SorCS2 (SEC ID NO. 4) y SorCS3 (SEC ID NO. 5), y/o un receptor Trpv
seleccionado del grupo que consiste en TrpV1 (SEC ID NO. 6), TrpV2 (SEC ID NO. 7), TrpV3 (SEC ID NO. 8) y
TrpV4 (SEC ID NO. 9), y/o un receptor TrkA (SEC ID NO. 10).

Fragmento Fab: El fragmento Fab de uniéon al antigeno del fragmento es una regién en un anticuerpo que se une a
antigenos. Se compone de un dominio constante y un dominio variable de cada una de las cadena pesada y cadena
liviana. Estos dominios forman el paratopo - sitio de unién al antigeno - en el extremo terminal amino del monémero.
Los dos dominios variables se unen al epitopo en sus antigenos especificos.

En un entorno experimental, los fragmentos Fc y Fab se pueden generar en el laboratorio. La enzima papaina se
puede utilizar para escindir un monémero de inmunoglobulina en dos fragmentos Fab y un fragmento Fc. La enzima
pepsina escinde la region bisagra inferior, por lo que se forma un fragmento F(ab') 2 y un fragmento Fc. Las regiones
variables de las cadenas pesadas y liviana pueden estar condensados juntos para formar un fragmento variable de
cadena simple (scFv), que es sélo la mitad del tamafio del fragmento Fab sin embargo, conserva la especificidad
original de la inmunoglobulina progenitora.

Formar un anillo: significa que los atomos mencionados estan conectados a través de un enlace cuando se forma la
estructura de anillo.

Fragmentos: Los fragmentos de polipéptido de acuerdo a la descripcion, incluyendo cualquier equivalente funcional
del mismo, pueden en una realizacion comprender menos que 500 residuos de aminoacidos, tal como menos que
450 residuos de aminoacidos, por ejemplo menos que 400 residuos de aminoacidos, tal como menos que 350
residuos de aminoacidos, por ejemplo menos que 300 residuos de aminoacidos, por ejemplo menos que 250
residuos de aminoacidos, tal como menos que 240 residuos de aminoacidos, por ejemplo menos que 225 residuos
de aminoacidos, tal como menos que 200 residuos de aminoacidos, por ejemplo menos que 180 residuos de
aminoacidos, tal como menos que 160 residuos de aminoacidos, por ejemplo menos que 150 residuos de
aminoacidos, tal como menos que 140 residuos de aminoacidos, por ejemplo menos que 130 residuos de
aminoacidos, tal como menos que 120 residuos de aminoacidos, por ejemplo menos que 110 residuos de
aminoacidos, tal como menos que 100 residuos de aminoacidos, por ejemplo menos que 90 residuos de
aminoacidos, tal como menos que 85 residuos de aminoacidos, por ejemplo menos que 80 residuos de aminoacidos,
tal como menos que 75 residuos de aminoacidos, por ejemplo menos que 70 residuos de aminoacidos, tal como
menos que 65 residuos de aminoacidos, por ejemplo menos que 60 residuos de aminoacidos, tal como menos que
55 residuos de aminoacidos, por ejemplo menos que 50 residuos de aminoacidos. Los fragmentos de neurotensina
incluyen pero no se limitan a los aminoacidos del terminal C de neurotensina PYIL y YIL.

Equivalencia funcional: "equivalencia funcional" como se usa en la descripciéon, de acuerdo a una realizacién
preferente, se establece por medio de la referencia a la funcionalidad correspondiente de un fragmento
predeterminado de la secuencia.
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Se entendera que los equivalentes funcionales o variantes de un modulador del receptor de dominio Vps10p exhiben
las secuencias de aminoacidos que difieren gradualmente de la secuencia predeterminada preferente moduladora
de la actividad de proneurotrofina, como el numero y alcance de inserciones, deleciones y sustituciones incluyendo
el incremento de sustituciones conservadoras. Esta diferencia se mide como una reduccion en la homologia entre la
secuencia predeterminada preferente y el fragmento o equivalente funcional.

Una variante funcional obtenida por la sustitucion, asi puede exhibir alguna forma o grado de actividad moduladora
de la actividad de la proneurotrofina nativa, y sin embargo, ser menos homadloga, si se sustituyen los residuos que
contienen cadenas laterales de aminoacidos funcionalmente similares. Funcionalmente similar en este sentido se
refiere a caracteristicas dominantes de las cadenas laterales tal como hidréfobo, basico, neutro o acido, o la
presencia o ausencia de volumen estérico. Por consiguiente, en una realizacién de la Invencion, el grado de
identidad no es una medida principal de un fragmento que es una variante o equivalente funcional de un fragmento
predeterminado preferido de acuerdo a la descripcion.

"Silenciamiento" génico: un proceso que conduce a la reduccidon de la expresién de genes enddgenos. El
silenciamiento génico es preferentemente el resultado de la reduccion post-transcripcional de la expresion génica.

Grupo : (Resto/sustitucion) como se entiende bien en esta area técnica, un gran grado de sustitucion no sélo es
tolerado, sino que a menudo es recomendable. La sustitucién se prevé en los materiales de la descripcion. Como un
medio para simplificar el debate y la recitacion de cierta terminologia utilizada en toda esta solicitud, los términos
"grupo” y "resto" se utilizan para diferenciar especies quimicas que permiten la sustitucion o que pueden estar
sustituidos y los que no permiten o no puede ser asi sustituidos. Por lo tanto, cuando el término "grupo” se usa para
describir un sustituyente quimico, el material quimico descrito incluye el grupo no sustituido y ese grupo con atomos
de O, N, 0 S, por ejemplo, en la cadena, asi como grupos carbonilo u otra sustitucién convencional. Cuando se usa
el término "resto" para describir un compuesto quimico o sustituyente, sélo tiene la intencién de ser incluido un
material quimico no sustituido. Por ejemplo, la expresion "grupo alquilo" se pretende que incluya no soélo
sustituyentes alquilo de hidrocarburo saturado de cadena abierta puros, tal como metilo, etilo, propilo, t-butilo, y
similares, sino también sustituyentes alquilo que llevan otros sustituyentes conocidos en la técnica, tal como hidroxi,
alcoxi, alquilsulfonilo, atomos de halégeno, ciano, nitro, amino, carboxilo, etc. Por lo tanto, "grupo alquilo" incluye
grupos éter, haloalquilos, nitroalquilos, carboxialquilos, hidroxialquilos, sulfoalquilos, etc. Por otra parte, la frase
“resto alquilo” se limita a la inclusion de solamente sustituyentes alquilo de de hidrocarburos saturados de cadena
abierta puros, tal como metilo, etilo, propilo, t-butilo, y similares. Las mismas definiciones se aplican a "grupo
alquenilo" y "resto alquenilo”; a "grupo alquinilo" y "resto alquinilo"; a "grupo ciclico" y "resto ciclico” ; a "grupo
aliciclico" y "resto aliciclico” ; a “grupo aromatico” o "grupo arilo” y a “resto aromatico" o "resto arilo", asi como a
"grupo heterociclico” y “resto heterociclico ".

Grupo heterociclico: el término "grupo heterociclico" significa un hidrocarburo de anillo cerrado en el que uno o mas
de los atomos en el anillo es un elemento distinto de carbono (por ejemplo, nitrégeno, oxigeno, azufre, etc.).

Heterociclilo significa un radical ciclico monovalente saturado, que consiste en uno a dos anillos, de tres a ocho
atomos por anillo, incorporando uno o dos heteroatomos anulares (elegidos entre N, O o S(O)o-2, ¥ que puede
opcionalmente ser sustituido con uno o dos sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en hidroxilo, oxo,
ciano, alquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alquiltio, halo, haloalquilo, hidroxialquilo, nitro, alcoxicarbonilo,
amino, alquilamino, alquilsulfonilo, arilsulfonilo, alquilaminosulfonilo, arilaminosulfonilo, alquilsulfonilamino,
arilsulfonilamino, alquilaminofarbonilo, arilaminocarbonilo, alquilcarbonilamino o arilcarbonilamino.

Heteroarilo significa un radical ciclico aromatico monovalente que tiene uno a tres anillos, de cuatro a ocho atomos
por anillo, incorporando uno o dos heteroatomos (elegidos entre nitrégeno, oxigeno, o azufre) dentro del anillo, que
puede opcionalmente estar sustituido con uno o dos sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en hidroxi,
ciano, alquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alquiltio, halo, haloalquilo, hidroxialquilo, nitro, alcoxicarbonilo,
amino, alquilamino, alquilsulfonilo, arilsulfonilo, alquilaminosulfonilo, arilaminosulfonilo, alquilsulfonilamino,
arilsulfonilamino, alquilaminocarbonilo, arilaminocarbonilo, alquilcarbonlamino y arilcarbonilamino.

Homologia: La homologia entre secuencias de aminoacidos puede calcularse utilizando matrices de puntuacion bien
conocidas tal como una cualquiera de BLOSUM 30, BLOSUM 40, BLOSUM 45, BLOSUM 50, BLOSUM 55,
BLOSUM 60, BLOSUM 62, BLOSUM 65, BLOSUM 70, BLOSUM 75, BLOSUM 80, BLOSUM 85, y BLOSUM 90.

Fragmentos que comparten homologia con fragmentos de SEC ID NO.: 1 a 13, respectivamente, han de
considerarse como que caen dentro del alcance de la descripcion cuando son preferentemente al menos 60 por
ciento homadlogos, por ejemplo al menos 65 por ciento homdlogos, por ejemplo al menos 70 por ciento homdlogos,
por ejemplo al menos 75 por ciento homologos, por ejemplo al menos 80 por ciento homdlogos, por ejemplo al
menos 85 por ciento homaologos, por ejemplo al menos 90 por ciento homdlogos, por ejemplo al menos 92 por ciento
homologos, tal como al menos 94 por ciento homélogos, por ejemplo al menos 95 por ciento homélogos, tal como al
menos 96 por ciento homdlogos, por ejemplo al menos 97 por ciento homologos, tal como al menos 98 por ciento
homologos, por ejemplo al menos 99 por ciento homélogos con dichas secuencias de fragmentos predeterminadas,
respectivamente. De acuerdo a una realizacion de la invencion, los porcentajes de homologia se refieren a
porcentajes de identidad.
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Un procedimiento mas adecuado para determinar las relaciones de estructura y funcion de los fragmentos de
péptidos se describe en el documento US 6.013.478. Ademas, los procedimientos de ensayo de la unién de una
secuencia de aminoacidos a un resto del receptor son conocidos por el experto en la materia.

Ademas de las sustituciones conservadoras introducidas en cualquier posicion de un modulador de actividad de la
proneurotrofina predeterminada preferente, o un fragmento del mismo, también puede ser deseable introducir
sustituciones no conservativas en una cualquiera o mas posiciones de dicho modulador de actividad de la
proneurotrofina.

Una sustitucion no conservativa que conduce a la formacion de un fragmento funcionalmente equivalente del
modulador de la actividad de la proneurotropfina por ejemplo i) diferiria sustancialmente en la polaridad, por ejemplo
un residuo con una cadena lateral no polar (Ala, Leu, Pro, Trp, Val, lle, Leu, Phe o Met) sustituido por un residuo con
una cadena lateral polar tal como Gly, Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, o GIn o un aminoacido cargado tal como Asp, Glu,
Arg, o Lys, o sustituyendo un residuo polar o cargado por uno no polar; y/o ii) diferiria sustancialmente en su efecto
sobre la orientacién de la estructura polipeptidica tal como la sustitucion de o por Pro o Gly mediante otro resto; y/o
iii) diferiria sustancialmente en la carga eléctrica, por ejemplo la sustitucién de un residuo con carga negativa tal
como Glu o Asp por un residuo con carga positiva tal como Lys, His o Arg (y viceversa ); y/o iv) diferiria
sustancialmente en volumen estérico, por ejemplo la sustitucién de un residuo voluminoso tal como His, Trp, Phe o
Tyr por uno que tiene una cadena lateral menor, por ejemplo, Ala, Gly o Ser (y viceversa).

Las variantes obtenidas por sustitucién de aminoacidos pueden fabricarse en una realizacion preferente sobre la
base de los valores de hidrofilicidad e hidrofobicidad y la similitud relativa de los sustituyentes de cadena lateral de
aminoacidos, incluyendo carga, tamafio, y similares. Las sustituciones de aminoacidos ejemplares que toman varias
de las caracteristicas anteriores en consideracion son bien conocidas por los expertos en la técnica e incluyen:
arginina y lisina; glutamato y aspartato; serina y treonina; glutamina y asparagina; y valina, leucina e isoleucina.

Ademas de las variantes descritas en el presente documento, se pueden formular variantes estéricamente similares
para imitar las partes clave de la estructura variante y que tales compuestos también se pueden utilizar de la misma
manera que las variantes de la invencion. Esto se puede conseguir mediante técnicas de modelado y disefio quimico
conocidas por los expertos en la técnica. Se entendera que todas estas construcciones estéricamente similares caen
dentro del alcance de la descripcion.

En otra realizacién la descripcion se refiere a variantes funcionales que comprenden aminoacidos sustituidos que
tienen valores hidrofilicos o indices hidropaticos que estan dentro de +/-4,9, por ejemplo dentro de +/-4,7, tal como
dentro de +/-4,5, por ejemplo dentro de +/-4,3, tal como dentro de +/-4,1, por ejemplo dentro de +/-3,9, tal como
dentro de +/-3,7, por ejemplo dentro de +/- 3,5, tal como dentro de +/-3,3, por ejemplo dentro de +/- 3,1, tal como
dentro de +/-2,9, por ejemplo dentro de +/- 2,7, tal como dentro de +/-2,5, por ejemplo dentro de +/- 2.3, tal como
dentro de +/- 2.1, por ejemplo dentro de +/- 2.0, tal como dentro de +/- 1,8, por ejemplo dentro de +/- 1,6, tal como
dentro de +/- 1,5, por ejemplo dentro de +/- 1.4, tal como dentro de +/-1,3 por ejemplo dentro de +/- 1,2, tal como
dentro de +/- 1,1, por ejemplo dentro de +/- 1.0, tal como dentro de +/- 0,9, por ejemplo dentro de +/- 0,8, tal como
dentro de +/- 0,7, por ejemplo dentro de +/- 0,6, tal como dentro de +/- 0,5, por ejemplo dentro de +/- 0,4, tal como
dentro de +/-0,3, por ejemplo dentro de +/- 0,25, tal como dentro de +/- 0,2 del valor del aminoacido que el mismo ha
sustituido.

La importancia de los indices de aminoacidos hidropaticos e hidréfilos en la transmisién de la funcién biolégica
interactiva en una proteina se entiende bien en la técnica (Kyte y Doolittle, 1982 y Hopp, Patente de EE.UU. No.
4.554.101).

Los valores del indices hidropaticos de aminoacidos como se emplea en la presente memoria son: isoleucina (+4,5);
valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8); cisteina / cistina (+2,5); metionnina (+1,9); alanina (+1,8); glicina
(-0,4); treonina (-0,7); serina (-0,8); triptéfano (-0,9); tirosina (-1,3); prolina (-1,6); histidina (-3,2); glutamato (-3,5);
glutamina (-3,5); aspartato (-3,5); asparagina (-3,5); lisina (-3,9); y arginina (-4.5) (Kyte y Doolittle, 1982).

Los valores de hidrofilicidad de aminoacidos son: arginina (+3,0); lisina (+3,0); aspartato (+3,0 +- .1); glutamato (+3,0
+ - .1); serina (+0,3); asparagina (+0,2); glutamina (+0,2); glicina (0); treonina (-0,4); prolina (-0,5 + - .1); alanina
(-0,5); histidina (-0,5); cisteina (-1,0); metionina (-1,3); valina (-1,5); leucina (-1,8); isoleucina (-1,8); tirosina (-2,3);
fenilalanina (-2,5); triptéfano (-3.4) (documento U.S. 4.554.101).

Ademas de los compuestos peptidilicos descritos en este documento, se pueden formular compuestos
estéricamente similares para imitar las partes clave de la estructura peptidica y que tales compuestos también se
pueden usar de la misma manera que los péptidos de la invencién. Esto se puede conseguir mediante técnicas de
modelado y disefio quimico conocidas por los expertos en la técnica. Por ejemplo, la esterificacion y otras
alquilaciones pueden ser empleadas para modificar el extremo terminal amino de, por ejemplo, un esqueleto
peptidico di-arginina, para imitar una estructura tetra peptidica. Se entendera que todas estas construcciones
estéricamente similares caen dentro del alcance de la descripcion.

Los péptidos con alquilaciones del extremo terminal N y esterificaciones del extremo terminal C también estan
contemplados dentro de la descripcion. Los equivalentes funcionales comprenden también conjugados agregados o
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covalentes y glicosilados formados con los mismos u otros fragmentos moduladores de la actividad de la
proneurotrofina y/o moléculas moduladoras de la actividad de la proneurotrofina, incluyendo dimeros o restos
quimicos no relacionados. Tales equivalentes funcionales se preparan mediante union de funcionalidades a grupos
que se encuentran en el fragmento incluyendo en uno cualquiera o ambos de los extremos terminales N y C por
procedimientos conocidos en la técnica.

Los equivalentes funcionales pueden comprender por lo tanto fragmentos conjugados con ésteres alifaticos o de
acilo o amidas del extremo terminal carboxilo, alquilaminas o residuos que contengan cadenas laterales de carboxilo,
por ejemplo, conjugados con alquilaminas en los residuos de acido aspartico; O-acilo derivados de residuos que
contienen grupo hidroxilo y N-acil derivados del aminoacido terminal hidroxilo o residuos que contienen grupo amino,
por ejemplo, conjugados con fMet-Leu-Phe o proteinas inmunogénicas. Los derivados de los grupos acilo se
seleccionan del grupo de restos alquilo (incluyendo cicloalquilo normal de C3 a C10), formando de ese modo
especies alcanoilo, compuestos carbociclicos o heterociclicos, formando de este modo especies aroilo. Los grupos
reactivos preferentemente son compuestos difuncionales conocidos per se por su uso en la reticulacion de proteinas
para generar matrices insolubles a través de grupos laterales reactivos.

Los equivalentes funcionales covalentes o de agregacion y derivados de los mismos son Utiles como reactivos en
inmunoensayos o para procedimientos de purificacion por afinidad. Por ejemplo, un fragmento del modulador de la
actividad de proneurotrofina de acuerdo a la descripcion puede ser insolubilizado por unién covalente con Sefarosa
activada con bromuro de cianégeno por procedimientos conocidos per se o adsorbido a superficies de poliolefina,
con o sin entrecruzamiento con glutaraldehido, para su uso en un ensayo o purificacion de anticuerpos moduladores
de la actividad de anti-neurotrofinas o receptores de superficie celular. Los fragmentos también pueden ser
etiquetados con un grupo detectable, por ejemplo, radioyodado mediante el procedimiento de cloramina T, unido
covalentemente a quelatos de tierras raras o conjugado con otro resto fluorescente para su uso en por ejemplo,
ensayos de diagnostico

La mutagénesis de un fragmento predeterminado preferido del modulador de la actividad de proneurotrofina puede
llevarse a cabo haciendo inserciones de aminoacidos, usualmente en el orden de aproximadamente de 1 a 10
residuos de aminoacidos, preferentemente de aproximadamente 1 a 5 residuos de aminoacidos, o supresiones de
aproximadamente de 1 a 10 residuos, tal como de alrededor de 2 a 5 residuos.

En una realizacion el ligando del sitio de uniéon 1, 2 o 3 es un oligopéptido sintetizado por sintesis automatizada.
Pueden emplearse cualquiera de las técnicas de fase sélida disponibles comercialmente, tal como el procedimiento
de sintesis en fase sélida de Merrifield, en el que los aminoacidos se afiaden secuencialmente a una cadena de
aminoacidos en crecimiento (véase Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85:2149-2146, 1963).

El equipo para la sintesis automatizada de polipéptidos esta disponible comercialmente de proveedores tal como
Applied Biosystems, Inc. de Foster City, CA, y generalmente pueden ser operados de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. La sintesis en fase sélida permitira la incorporacion de sustituciones de aminoacidos deseables en
cualquier fragmento del modulador de la actividad de proneurotrofinas de acuerdo a la descripcidon. Se entendera
puede combinarse sustituciones, deleciones, inserciones o cualquier subcombinacion de las mismas para llegar a
una secuencia de final de un equivalente funcional. Se entendera que las inserciones incluyen fusiones del extremo
terminal carboxilo y/o extremo terminal amino, por ejemplo, con una proteina hidréfoba o inmunogénica o un
vehiculo tal como cualquier estructura polipeptidica o adnamiada capaz de servir como un vehiculo.

Los oligémeros, incluyendo dimeros incluyendo homodimeros y heterodimeros de fragmentos de inhibidores de
sortilina de acuerdo a la invencion también se proporcionan y caen bajo el alcance de la invencion. Los equivalentes
funcionales del modulador de la actividad de proneurotrofinas y variantes se pueden producir como homodimeros o
heterodimeros con otras secuencias de aminoacidos o con inhibidores de secuencias inhibidoras de sortilina nativas.
Los heterodimeros incluyen dimeros que contienen fragmentos inhibidores de la sortilina inmunorecativa asi como
fragmentos inhibidores de la sortilina que no necesitan tener o ejercer ninguna actividad biolégica.

Los antagonistas de los receptores de dominio Vpas10p incluyendo pero sin limitarse a Sortilina que inhiben los
fragmentos de péptidos se pueden sintetizar in vitro e in vivo. También se describen en la técnica anterior
procedimientos para la sintesis in vitro son bien conocidos, siendo los procedimientos apropiados o
convenientemente adaptables a la sintesis in vivo de inhibidores de sortilina. Cuando se sintetiza en vivo, una célula
huésped se transforma con vectores que contienen ADN que codifica un inhibidor peptidico de sortilina o un
fragmento del mismo. Un vector se define como una construccion de acido nucleico replicable. Los vectores se usan
para mediar la expresion del modulador de la actividad de proneurotrofinas. Un vector de expresion es una
construccion de ADN replicable en la que una secuencia de acidos nucléicos que codifica el fragmento de inhibidor
de sortilina predeterminado, o cualquier equivalente funcional del mismo que se puede expresar in vivo, esta unido
operativamente a secuencias de control adecuadas capaces efectuar la expresion del fragmento o equivalente en un
huésped adecuado. Tales secuencias de control son bien conocidos en la técnica. Tanto las células eucariotas como
las procariotas pueden usarse para la sintesis de ligandos. Los cultivos de células derivadas de organismos
multicelulares sin embargo representan células huésped preferentes. En principio, cualquier cultivo de células
eucariotas superiores es factible, ya sea cultivo de vertebrados o de invertebrados. Los ejemplos de utiles lineas de
células huésped son células VERO y Hela, lineas celulares de ovario de hamster chino (CHO), y WI38, BHK, COS-7,
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293 vy lineas celulares MDCK. Las células huésped preferentes son células eucariotas conocidas para sintetizar
inhibidores de sortilina enddgenos. Los cultivos de tales células huésped pueden ser aislados y utilizados como
fuente del fragmento, o se utilizan en los procedimientos terapéuticos de tratamiento, incluidos los procedimientos
terapéuticos destinados a promover o inhibir un estado de crecimiento, o procedimientos de diagnéstico realizados
en el cuerpo humano o animal.

Enlace hidrofébico: El término "enlace de hidrégeno” como se emplea en la presente memoria se refiere a una
fuerza de atraccion, o puente, que puede ocurrir entre un atomo de hidrégeno que esta unido covalentemente a un
atomo electronegativo, por ejemplo, oxigeno, azufre, o nitrdgeno, y otro atomo electronegativo. El enlace de
hidrégeno se puede producir entre un atomo de hidrégeno en una primera molécula y un atomo electronegativo en
una segunda molécula (enlace de hidrégeno intermolecular). Ademas, el enlace de hidrégeno puede producirse
entre un atomo de hidrégeno y un atomo electronegativo que estan contenidos ambos en una sola molécula (enlace
de hidrégeno intramolecular).

Interaccion hidrofébica: El término "interaccién hidrofébica” como se emplea en la presente memoria se refiere a
cualquier interaccion que ocurre esencialmente entre los componentes no polares (hidréfobos) ubicados dentro del
intervalo de atraccion entre si en un entorno polar (por ejemplo, agua). Como se emplea en la presente memoria, €l
intervalo de atraccion es en la escala de 0,1 hasta 2 nm. Un tipo particular de interaccion hidrofébica es ejercida por
"fuerzas de Van der Waals", es decir, las fuerzas de atraccién entre las moléculas no polares, que son explicadas
por la mecanica cuantica. Las fuerzas de Van der Waals se asocian generalmente con momentos de dipolo
momentaneos que son inducidos por moléculas vecinas y que implican cambios en la distribucion de electrones.

Inhibicién: El término inhibicidn como se emplea en la presente memoria se refiere a la prevencion de la unién entre
dos o mas componentes de un complejo binario del receptor de dominio Vps10p: receptor TRPV, y/o un complejo
ternario del receptor de dominio Vps10p /: TrkA: receptor TRPV.

In vitro/in vivo: los términos se utilizan en su significado normal.

Lesiones: son causadas por cualquier proceso que dafa los tejidos. Un tumor canceroso es un ejemplo de una
lesion, sin embargo, el tejido circundante dafiado por un tumor es también una lesion. El trauma, incluyendo
electrocucion y quemaduras quimicas también puede causar lesiones.

Ciertas enfermedades presentan lesiones, por ejemplo deformidades de la piel causadas por la varicela. Las
lesiones también pueden ser causadas por procesos metabdlicos, como una Ulcera o actividad autoinmune, como en
el caso de muchas formas de artritis. Las lesiones son a veces infligidas intencionalmente durante la neurocirugia, tal
como la lesion cerebral cuidadosamente colocada utilizada para tratar epilepsia y otros trastornos cerebrales.

Ligando: una sustancia, compuesto o biomolécula tal como una proteina que incluye receptores, que es capaz de
unirse a y formar un complejo con (una segunda) biomolécula para servir a un propdsito biolégico. En un sentido
mas estricto, es una uniéon de una molécula que produce sefiales a un sitio en una proteina diana, por fuerzas
intermoleculares tal como enlaces iénicos, enlaces de hidrégeno y fuerzas de Van der Waals. El acoplamiento
(asociacion) es generalmente reversible (disociacion). La unién covalente irreversible real entre un ligando y su
molécula diana es rara en los sistemas biolégicos. A diferencia del significado en la quimica inorganica y
metalorganica, es irrelevante si el ligando realmente se une a un sitio de metal o no, como es el caso de la
hemoglobina. La unién del ligando a los receptores puede alterar la conformacidon quimica, es decir, la forma
tridimensional de la proteina del receptor. El estado conformacional de una proteina del receptor determina el estado
funcional de un receptor. La tendencia o la fuerza de unién se denomina afinidad. Los ligandos incluyen sustratos,
inhibidores, activadores, no auto receptores, co-receptores y neurotransmisores. Los radioligandos son compuestos
marcados con radioisétopos y utilizados in vivo como trazadores en estudios PET y para estudios de union in vitro.

Los restos de un compuesto particular contemplan grupo/s o parte/s de dicho compuesto particular.
Dolor neuropatico: es un dolor crénico iniciado o causado por una lesién primaria o disfuncién en el sistema nervioso

Agente farmacéutico: Los términos "agente farmacéutico" o "farmaco" o "medicamento” se refieren a cualquier
agente terapéutico o profilactico que se puede usar en el tratamiento (incluyendo la prevencion, diagnostico, alivio o
curacion) de un trastorno, afliccion, afeccion, enfermedad o lesion en un paciente. Los determinantes genéticos
terapéuticamente Utiles, péptidos, polipéptidos y polinucledtidos pueden incluirse dentro del significado del término
farmacéutico o farmaco. Como se define en la presente memoria, un "agente terapéutico”, "agente farmacéutico" o
"farmaco" o "medicamento” es un tipo de agente bioactivo.

Composicion farmacéutica: o farmaco, medicamento o agente se refiere a cualquier material quimico o bioldgico,
compuesto, o composicidon capaz de inducir un efecto terapéutico deseado cuando se administra adecuadamente a
un paciente. Algunos medicamentos se venden en una forma inactiva que se convierte in vivo en un metabolito con
actividad farmacéutica. Para los propositos de la descripcion, los términos "composicion farmacéutica" vy
"medicamento” abarcan tanto el farmaco inactivo como el metabolito activo.

Polipéptido: El término "polipéptido" como se emplea en la presente memoria se refiere a una molécula que
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comprende al menos dos aminoacidos. Los aminoacidos pueden ser naturales o sintéticos. "Los oligopéptidos" se
definen en la presente memoria como polipéptidos de longitud no superior a 100 aminoacidos. El término
"polipéptido" también pretende incluir proteinas, es decir, biomoléculas funcionales que comprenden al menos un
polipéptido; cuando comprenden al menos dos polipéptidos, estos pueden formar complejos, estar unidos
covalentemente o pueden estar unidos no covalentemente. Los polipéptidos en una proteina pueden ser glicosilados
y/o lipidados y/o pueden comprender grupos prostéticos.

Polinucleétido: "Polinucleétido” como se emplea en la presente memoria se refiere a una molécula que comprende al
menos dos acidos nucleicos. Los acidos nucleicos pueden ser de origen natural o modificados, tal como acidos
nucleicos bloqueados (LNA) o acidos nucleicos peptidicos (PNA). El polinucleétido como se emplea en la presente
memoria en general se aplica a

i) un polinucleétido que comprende una secuencia de codificacion predeterminada, o
i) un polinucleétido que codifica una secuencia de aminoacidos predeterminada, o

iii}) un polinucledtido que codifica un fragmento de un polipéptido codificado por polinucleétidos (i) o (ii), en el que
dicho fragmento tiene al menos una actividad predeterminada como se especifica en la presente memoria; y

iv) un polinucledtido cuya hebra complementaria se hibridiza en condiciones rigurosas con un polinucleétido
como se define en uno cualquiera de los puntos (i), (ii) y (iii), y codifica un polipéptido, o un fragmento del mismo,
que tiene al menos una actividad predeterminada como se especifica en la presente memoria; y

v) un polinucledtido que comprende una secuencia de nucledtidos que se degenera convirtiéndose en la
secuencia de nucleotidos de los polinucleétidos (iii) o (iv);

o la hebra complementaria de dicho polinucleétido.

Anticuerpo purificado: El término un "anticuerpo purificado" es un anticuerpo donde al menos 60 por ciento en peso
del mismo esta libre de los polipéptidos y moléculas organicas de origen natural con las que naturalmente se asocia.
Preferentemente, la preparacién de anticuerpo comprende anticuerpo en una cantidad de al menos 75 por ciento en
peso, mas preferentemente al menos 90 por ciento en peso, y mucho mas preferentemente al menos 99 por ciento
€en peso.

Desviacion cuadrada media: El término "desviacion cuadrada media" (rmsd) se utiliza como un medio de comparar
dos estructuras estrechamente relacionadas y se refiere a la desviacion en la distancia entre atomos relacionados de
las dos estructuras después de minimizar estructuralmente esta distancia en una alineacién. Las proteinas afines
con estructuras estrechamente relacionadas se caracterizan por valores relativamente bajos de RMSD mientras que
las diferencias mas grandes resultaran en un aumento del valor de RMSD.

Identidad de secuencia: la identidad de secuencia se determina en una realizacién utilizando fragmentos de péptidos
moduladores de la actividad de la proneurotrofina que comprenden al menos 25 aminoacidos contiguos y que tienen
una secuencia de aminoacidos que es al menos 80%, tal como 85%, por ejemplo 90%, tal como 95%, por ejemplo
99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de cualquiera de SEC ID NO.: 1, SEC ID NO.: 2, SEC ID NO.: 3, SEC
ID NO.: 4, SEC ID NO.: 5, SEC ID NO.: 6, SEC ID NO.: 7, SEC ID NO.: 8, SEC ID NO.: 9 y SEC ID NO.: 10
respectivamente, en el que la identidad porcentual se determina con el algoritmo GAP, BESTFIT, o FASTA en
Wisconsin Genetics Software Package Release 7.0, utilizando pesos de espacios por defecto.

Los siguientes términos se utilizan para describir las relaciones de secuencias entre dos o mas polinucleétidos:
"secuencia predeterminada”, "ventana de comparacién”, "identidad de secuencia", "porcentaje de identidad de
secuencia", y "identidad sustancial ".

Una “Secuencia predeterminada” es una secuencia definida utilizada como base para una comparacion de
secuencias; una secuencia predeterminada puede ser un subconjunto de una secuencia mas grande, por ejemplo,
como un segmento de un ADN de longitud completa o secuencia génica dada en un listado de secuencias, tal como
una secuencia de polinucledtidos de SEC ID NO. : 1, o puede comprender una secuencia de ADN completo o génica.
Generalmente, una secuencia predeterminada tiene al menos 20 nucleétidos de longitud, con frecuencia al menos
25 nucleostidos de longitud, y con frecuencia al menos 50 nucleétidos de longitud

Debido a que dos polinucleétidos pueden cada uno (1) comprender una secuencia (es decir, una porcion de la
secuencia de polinucleétidos completa) que es similar entre los dos polinucledtidos, y (2) comprender ademas una
secuencia que es divergente entre los dos polinucledtidos, las comparaciones de secuencias entre dos (o0 mas)
polinucleétidos se realiza tipicamente comparando las secuencias de los dos polinucleétidos sobre una “ventana de
comparacion" para identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencia. Una "ventana de comparacion”,
como se emplea en la presente memoria, se refiere a un segmento conceptual de al menos 20 posiciones de
nucledtidos contiguos en el que una secuencia de polinucledtidos puede compararse con una secuencia
predeterminada de al menos 20 nucledtidos contiguos y en el que la parte de la secuencia de polinucleétidos en la
ventana de comparacion puede comprender adiciones o deleciones (es decir, espacios) de 20 por ciento 0 menos en

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2745220 T3

comparacion con la secuencia predeterminada (que no comprende adiciones o deleciones) para el alineamiento
6ptimo de las dos secuencias.

El alineamiento éptimo de secuencias para alinear una ventana de comparacion puede ser conducido mediante el
algoritmo de homologia local de Smith y Waterman (1981) Adv. Appl. Math. 2: 482, mediante el algoritmo de de
alineamiento de homologia de Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48: 443, mediante el procedimiento de
busqueda de similitud de Pearson y Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 85: 2444, mediante
implementaciones computerizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en Wisconsin Genetics
Software Package Release 7.0, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.), o mediante inspeccion,
y se selecciona el mejor alineamiento (es decir, que resulta en el mas alto porcentaje de homologia respecto de la
ventana de comparacion) generado por los diversos procedimientos.

El término "identidad de secuencia" significa que dos secuencias polinucleétidos son idénticas (es decir, en forma
nucledtido - por - nucleétido) sobre la ventana de comparacion. El término “porcentaje de Identidad de secuencia” se
calcula comparando dos secuencias 6ptimamente alineadas sobre la ventana de comparacién, determinando el
numero de posiciones en las que la base de acido nucleico idéntica (por ejemplo, A, T, C, G, U o I) se produce en
ambas secuencias para dar el nimero de posiciones coincidentes, dividiendo el nimero de posiciones coincidentes
por el numero total de posiciones en la ventana de comparacion (es decir, el tamafio de ventana), y multiplicando el
resultado por 100 para obtener el porcentaje de identidad de secuencia. Los términos "identidad sustancial" como se
emplea en la presente memoria indica una caracteristica de una secuencia de polinucleétidos, en la que el
polinucleétido comprende una secuencia que tiene al menos 85 por ciento de identidad de secuencia,
preferentemente al menos 90 a 95 por ciento de identidad de secuencia, mas habitualmente de al menos 99 por
ciento de identidad de secuencia en comparacién con una secuencia predeterminada en una ventana de
comparacién de al menos 20 posiciones de nucleétidos, con frecuencia sobre una ventana de al menos 25-50
nucledtidos, en el que el porcentaje de identidad de secuencia se calcula comparando la secuencia predeterminada
con la secuencia de polinucleétidos que puede incluir deleciones o adiciones que suman el 20 por ciento o menos de
la secuencia predeterminada sobre la ventana de comparacién. La secuencia predeterminada puede ser un
subconjunto de una secuencia mas grande, por ejemplo, como un segmento de la secuencia de polinucleétidos SEC
ID NO : 1 de longitud completa ilustrada en el presente documento.

Como se aplica a polipéptidos, un grado de identidad de secuencias de aminoacidos es una funcion del nimero de
aminoacidos idénticos en las posiciones compartidas por las secuencias de aminoacidos. Un grado de homologia o
similitud de las secuencias de aminoacidos es una funcién del nimero de aminoacidos, es decir, estructuralmente
relacionados, en las posiciones compartidas por las secuencias de aminoacidos.

Una secuencia "no afin" o "no homologa" que comparte menos del 40% de identidad, aunque preferentemente
menos que el 25% de identidad, con una de las secuencias de polipéptidos moduladores de la actividad de
proneurotrofinas de la descripcion. El término "identidad sustancial" significa que dos secuencias peptidicas, cuando
se alinean dptimamente, tal como por los programas GAP o BESTFIT utilizando pesos de espacios por defecto,
comparten al menos 80 por ciento de identidad de secuencia, preferentemente al menos 90 por ciento identidad de
secuencia, mas preferentemente al menos del 95 por ciento de identidad de secuencia o mas (por ejemplo, el 99 por
ciento de identidad de secuencia). Preferentemente, las posiciones de residuos que no son idénticas difieren por
sustituciones conservadoras de aminoacidos.

Las sustituciones de aminoacidos conservadores se refieren a la intercambiabilidad de residuos que tienen similares
cadenas laterales. Por ejemplo, un grupo de aminoacidos que tiene cadenas laterales alifaticas es glicina, alanina,
valina, leucina e isoleucina; un grupo de aminoacidos que tiene cadenas laterales de hidroxilo alifatico es serina y
treonina, un grupo de aminoacidos que tiene cadenas laterales que contienen amida es asparagina y glutamina; un
grupo de aminoacidos que tiene cadenas laterales aromaticas es fenilalanina, tirosina, triptéfano y; un grupo de
aminoacidos que tiene cadenas laterales basicas es lisina, arginina, e histidina; y un grupo de aminoacidos que tiene
cadenas laterales que contienen azufre es cisteina y metionina. Los grupos de sustitucion de aminoacidos
conservadores preferidos son: valina-leucina isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina, y
asparagina-glutamina.

Ademas, las variantes también se determinan basandose en un numero predeterminado de sustituciones de
aminoacidos conservadores como se define en la presente memoria a continuaciéon. La sustitucion de aminoacidos
conservadores s como se emplea en la presente memoria se refiere a la sustitucion de un aminoacido (dentro de un
grupo predeterminado de aminoacidos) por otro aminoacido (dentro de un mismo grupo), en el que los aminoacidos
exhiben caracteristicas similares o sustancialmente similares.

Dentro del significado del término "sustitucion de aminoacidos conservadores" como se aplica en la presente
memoria, un aminoacido puede ser sustituido por otro dentro de grupos de aminoacidos indicados en la presente
memoria a continuacion:

i) Aminoacidos que tienen cadenas laterales polares (Asp, Glu, Lys, Arg, His, Asn, GIn, Ser, Thr, Tyr, y Cys,)

ii)  Aminoacidos que tienen cadenas laterales no polares (Gly, Ala, Val, Leu, lle, Phe, Trp, Pro, y Met)
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iii)  Aminoacidos que tienen cadenas laterales alifaticas (Gly, Ala Val, Leu, lle)
iv) Aminoacidos que tienen cadenas laterales ciclicas (Phe, Tyr, Trp, His, Pro)
v)  Aminoacidos que tienen cadenas laterales aromaticas (Phe, Tyr, Trp)

vi) Aminoacidos que tienen cadenas laterales acidas (Asp, Glu)

vii) Aminoacidos que tienen cadenas laterales basicas (Lys, Arg, His)

viii) Aminoacidos que tienen cadenas laterales amida (Asn, GIn)

ix)  Aminoacidos que tienen cadenas laterales hidroxi (Ser, Thr)

x)  Aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen azufre (Cys, Met),
xi)  Aminoacidos débilmente hidrofébicos neutrales(Pro, Ala, Gly, Ser, Thr)

xii) Aminoacidos acidos hidrofilicos (GIn, Asn, Glu, Asp), y

xiii) Aminoacidos hidrofébicos (Leu, lle, Val)

Por consiguiente, una variante o un fragmento del mismo de acuerdo a la invencion puede comprender, dentro de la
misma variante de la secuencia o fragmentos de la misma, o entre diferentes variantes de la secuencia o fragmentos
de la misma, al menos una sustitucion, tal como una pluralidad de sustituciones introducidas independientemente
entre si.

Se desprende de la descripcion anterior que la misma variante o fragmento del mismo pueden comprender mas de
una sustitucion de aminoacido conservador de mas de un grupo de aminoacidos conservadores como se define en
la presente memoria mas arriba.

La adicién o delecion de al menos un aminoacido puede ser una adicién o eliminacién de preferentemente 2 a 250
aminoacidos, tal como de 10 a 20 aminoacidos, por ejemplo de 20 a 30 aminoacidos, tal como de 40 a 50
aminoacidos. Sin embargo, las adiciones o deleciones de mas de 50 aminoacidos, tal como adiciones de 50 a 100
aminoacidos, adicién de 100 a 150 aminoacidos, adicion de 150-250 aminoacidos, también estan comprendidas
dentro de la descripcion. La delecion y/o la adicion independientemente una de otra pueden ser una delecién y/o una
adicién dentro de una secuencia y/o al final de una secuencia.

ARNSsi: "ARN interferente pequefio" (ARNsi) es una molécula de ARN de doble hebra corta (a menudo, pero sin
limitarse a, menos que 30 nucledtidos de largo) capaz de provocar el silenciamiento gen especifico en células de
mamiferos.

Alquilo inferior sustituido significa un alquilo inferior que tiene uno a tres sustituyentes seleccionados del grupo que
consiste en hidroxilo, alcoxi, amino, amido, carboxilo, acilo, halégeno, ciano, nitro y tiol.

Tratamiento: El término "tratamiento" como se emplea en la presente memoria se refiere un procedimiento que
implica terapia incluyendo cirugia de una afeccion clinica en un individuo, incluyendo un cuerpo humano o animal. La
terapia puede ser mejoradora, curativa o profilactica, es decir, redactora de los sintomas de dolor.

Variantes: El término "variantes" como se emplea en la presente memoria se refiere a variantes de secuencias de
aminoacidos teniendo preferentemente dichas variantes al menos 60% de identidad, por ejemplo al menos 63% de
identidad, tal como al menos 66% de identidad, por ejemplo al menos 70% de identidad de secuencia, por ejemplo al
menos 72% de identidad de secuencia, por ejemplo al menos 75% de identidad de secuencia, por ejemplo al menos
80% de identidad de secuencia, tal como al menos 85% de identidad de secuencia, por ejemplo al menos 90% de
identidad de secuencia, tal como al menos 91% de identidad de secuencia, por ejemplo al menos 91% de identidad
de secuencia, tal como al menos 92% de identidad de secuencia, por ejemplo al menos 93% de identidad de
secuencia, tal como al menos 94% de identidad de secuencia, por ejemplo al menos 95% de identidad de secuencia,
tal como al menos 96% de identidad de secuencia, por ejemplo al menos 97% de identidad de secuencia, tal como al
menos 98% de identidad de secuencia, por ejemplo 99% de identidad de secuencia con cualquiera de las
secuencias predeterminadas.

Regulacion al alza de la expresion: un proceso que conduce a una mayor expresion de los genes, preferentemente
de genes enddgenos.

Dolor

Los presentes inventores han descubierto que las sensaciones de dolor pueden ser eliminadas mediante la
prevencion de la interaccion entre un receptor de dominio Vps10p en combinacion con el receptor Trpv y un tercer
componente que incluye pero no se limita a un receptor TrkA. El dolor puede ser subdividido en dolor crénico y dolor
agudo que a su vez puede ser aun mas sub-dividido.
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Por consiguiente, en una realizacién de la presente invencion el dolor es dolor crénico.
En otra realizacion de la presente invencion el dolor es dolor neuropatico.

En otra realizacion de la presente invencion el dolor crénico es dolor neuropatico.

En otra realizacion de la presente invencion el dolor agudo es dolor neuropatico.

En ofra realizacion de la presente invencion el dolor neuropatico se selecciona del grupo que consiste en dolor
neuropatico periférico, dolor neuropatico central y dolor neuropatico mixto.

En otra realizacién el dolor neuropatico se debe a lesién mecanica de los nervios periféricos o centrales, lesion
metabdlica, lesion infecciosa o invasion del cancer de nervios por tumor y tratamiento citotdxico.

En otra realizacion la lesion mecanica se debe a lesiones accidentales, compresién o axotomia incluyendo
amputacion y operacion.

En una realizacion la lesidon metabdlica que provoca el dolor es neuropatia diabética.

En otra realizacion la lesién infecciosa que provoca el dolor es herpes zoster y neuropatia por HIV.
En otra realizacion el dolor como se describe en la presente memoria mas arriba es dolor agudo.
El complejo de receptores diana

El agente (analgésico) segun la invencion, como se define en la presente memoria esta dirigido a prevenir la
formacion de un complejo diana especificado, dicho complejo diana en la formaciéon y es capaz de inducir una
sensacion de dolor.

En una realizacion el receptor de dominio Vps10p de dicho complejo es al menos 60% idéntico a SEC ID NO. 1.

En otra realizacion dicho receptor de dominio Vps10p se selecciona del grupo que consiste en SEC ID NO. 1, SEC
ID NO. 2, SEC ID NO. 3, SEC ID NO. 4y SEC ID NO. 5.

En una realizacion de la descripcion el receptor Trpv del complejo se selecciona del grupo que consiste en SEC ID
NO. 6, SEC ID NO. 7, SEC ID NO. 8 y SEC ID NO. 9.

En otra realizacion de la descripcion el receptor TrkA es SEC ID NO. 10.
En una realizacion el mamifero al que se administran los agentes de la presente invencion, es un ser humano.
Agente analgésico

En un aspecto principal la descripcion se refiere al uso de al menos un agente (antagonista, compuesto, inhibidor o
su sinénimo) capaz de unirse a un receptor (una entidad) del complejo binario del receptor de dominio Vps10p :
receptor Trpv, y/o complejo ternario del receptor de dominio Vps10p : TrkA : receptor Trpv inhibiendo de ese modo la
actividad transductora de dolor de dicho complejo, en la fabricacion de un medicamento, para el tratamiento y/o
prevencion de dolor, incluyendo pero sin limitarse a dolor agudo, dolor neuropatico y dolor crénico, en un animal.

La invencion en un aspecto principal adicional se refiere al uso de al menos un agente capaz de unirse a una entidad
del:

a. complejo binario del receptor de dominio Vps10p : receptor Trpv, y/o

b. complejo ternario del receptor de dominio Vps10p : TrkA : receptor Trpv complejo ternario inhibiendo de ese modo
la formacion de dicho complejo, para la preparacién de un medicamento para el tratamiento de dolor en un
mamifero.

La invencion también se refiere al uso de al menos un agente capaz de inhibir la formacién del:
a. complejo binario del receptor de dominio Vps10p : receptor Trpv, y/o

b. complejo ternario del receptor de dominio Vps10p : TrkA : receptor Trpv, para la preparacion de un
medicamento para el tratamiento de dolor en un mamifero.

La descripcion en un aspecto se refiere a al menos un agente capaz de inhibir la formacion del:
a. complejo binario del receptor de dominio Vps10p : receptor Trpv, y/o

b. complejo ternario del receptor de dominio Vps10p : TrkA : receptor Trpv,
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para su uso en un procedimiento para el tratamiento de dolor en un mamifero.

En una realizacion de la descripcion el al menos un agente como se debate en la presente memoria mas arriba es
seleccionado de proteinas, péptidos, polipéptidos, anticuerpos, ARN antisentido, ADN antisentido, moléculas
organicas pequefas, ARNsi, receptores solubles de dominio Vps10p y fragmentos y variantes del mismo, receptores
solubles Trpv y fragmentos y variantes del mismo y receptores soluble TrkAs y fragmentos y variantes del mismo.

En una realizacion el mamifero al que se le administran agentes de la descripcién, es un ser humano, un ratén o una
rata.

En una realizacion el mamifero al que se le administran agentes de la descripcion, es un conejo.
Epitopo de unién

La descripcion se refiere a agentes capaces de inhibir el complejo diana como se define en la presente memoria mas
arriba. La invencion realiza ello uniéndose a una entidad de dicho complejo. Por consiguiente, en una realizacion al
menos un agente se une a al menos un residuo de aminoacido del sitio de unién que comprende los residuos de
aminoacidos R325, S316, Y351, 1353, K260, 1327, F314, F350 a M363, S305, F306, T398 a G400, 1303-G309,
Q349-A356, Y395 y T402 de SEC ID NO. 1 o un fragmento o variante del mismo.

En otra realizacion el al menos un agente de la descripcion se une a al menos un residuo de aminoacido del sitio de
unién que comprende los residuos de aminoacidos R325, S316, Y351, 1353, K260, 1327, F314, F350 a M363, S305,
F306 y T398 a G400 de SEC ID NO. 1 o un fragmento o variante del mismo.

En otra realizacion el al menos un agente de la descripcion se une a al menos un residuo de aminoacido del sitio de
union que comprende loa residuos de aminoacidos R325, S316, Y351, 1353, K260, 1327, F314 y F350 a M363 de
SEC ID NO. 1 o un fragmento o variante del mismo.

En otra realizacion el al menos un agente de la descripcion se une a al menos un residuo de aminoacido del sitio de
uniéon que comprende los residuos de aminoacidos L572, L114, V112, R109 a S111, S115 a G118, T570, G571,
W586, W597, T168-1174, L572, A573 y S584 a F588 de SEC ID NO. 1 o un fragmento o variante del mismo.

En otra realizacion el al menos un agente de la descripcion se une a al menos un residuo de aminoacido del sitio de
uniéon que comprende los residuos de aminoacidos L572, L114, V112, R109 a S111, S115 a G118, T570, G571,
W586 y W597 de SEC ID NO. 1 o un fragmento o variante del mismo.

En otra realizacion el al menos un agente de la descripcion se une a al menos un residuo de aminoacido del sitio de
union que comprende los residuos de aminoacidos L572, L114 y V112 de SEC ID NO. 1 o un fragmento o variante
del mismo.

En otra realizacion el al menos un agente de la descripcion se une a al menos un residuo de aminoacido del sitio de
unién que comprende los residuos de aminoacidos D403, S420, D422, N423, S424, 1425, E426, E444, T451, Y466,
E470, 1498, S499 y V500 de SEC ID NO. 1 o un fragmento o variante del mismo.

En otra realizacion el al menos un agente de la descripcion se une a al menos un residuo de aminoacido del sitio de
union que comprende los residuos de aminoacidos D403, N423, S424, 1425, E444, T451, Y466, 1498 y V500 de SEC
ID NO. 1 o un fragmento o variante del mismo.

En otra realizacion el al menos un agente de la descripcion se une a al menos un residuo de aminoacido del sitio de
union que comprende los residuos de aminoacidos E444, T451, Y466, 1498 y V500 de SEC ID NO. 1 o un fragmento
o variante del mismo.

Definicién estructural del agente de la descripcion

Los agentes capaces de unirse a los epitopos definidos mas arriba, se seleccionan del grupo que consiste en
proteinas, péptidos, oligopéptidos, polipéptidos, anticuerpos, ARN antisentido, ADN antisentido, moléculas organicas
pequefas, ARNSsi y receptores solubles seleccionados del grupo que consiste en receptores Trpv, receptores TrkA 'y
receptores de dominio Vps10p y fragmentos y variantes de los mismos, o una combinacion de los mismos.

En una realizacion, el agente de la descripcion se selecciona del grupo que consiste en:
a. un polipéptido aislado seleccionado del grupo que consiste en
i. una secuencia de aminoacidos que consiste en SEC ID NOs.: 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,90 10;

ii. una variante de secuencia biolégicamente activa de la secuencia de aminoacidos de a) en la que la variante
tiene al menos 70% de identidad de secuencia respecto de dicha SEC IDNO.: 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,90 10;0

iii. un fragmento biolégicamente activo de cualquiera de i o ii en el que dicho fragmento comprende al menos 50
aminodacidos contiguos de cualquiera de a) a b), y que tiene al menos 70% de identidad de secuencia respecto
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de SECIDNO.:1,2,3,4,5,6,7,8,9 0 10 en un intervalo de superposicion de al menos 50 aminoacidos, en el
que la actividad bioldgica es inhibir la formacion del: complejo binario del receptor de dominio Vps10p : receptor
Trpv, y/o el complejo ternario del receptor de dominio Vps10p : TrkA : receptor Trpv; o

b. un nucledtido aislado que comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido como se
define seglin a) o una secuencia de acidos nucleicos que es una secuencia complementaria de una secuencia que
codifica un polipéptido como se define segun a), o

c. un vector de expresion que comprende la secuencia de acidos nucleicos como se define segin b), o

d. una composicién de células, en la que dichas células son transformadas o transducidas con el vector como se
define segun c), o

e. una linea celular de empaquetado que comprende la secuencia de acidos nucleicos como se define segun b).

En otra realizacion, el polipéptido es una variante alélica de origen natural de la secuencia seleccionada del grupo
que consiste en SEC ID NO.: SECIDNO.: 1,2, 3,4,5,6,7,8,9y 10.

En audn otra realizacion, el polipéptido es una variante de polipéptido que se describe en el mismo, en el que
cualquier aminoacido especificado en la secuencia especificada es alterado para proporcionar una sustitucion
conservadora.

En una realizacion, el polipéptido tiene al menos 70% de identidad de secuencia, tal como 75% de identidad de
secuencia, tal como 80% de identidad de secuencia, tal como 85% de identidad de secuencia, tal como 90% de
identidad de secuencia, tal como 95% de identidad de secuencia, tal como 96% de identidad de secuencia, tal como
97% de identidad de secuencia, tal como 98% de identidad de secuencia, tal como 99% de identidad de secuencia,
tal como 100% de identidad de secuencia respecto de una proteina que tiene un secuencia seleccionada del grupo
que consiste en SECIDNO.: 1,2, 3,4,5,6,7,8,9y 10.

En una realizacion, el polipéptido es glicosilado.

En aun otra realizacion, polipéptido es un polipéptido soluble que es un fragmento de cualquiera de dicha SEC ID
NO.:1,2,3,4,5,6,7,8,9010.

En aun otra realizacion, el polipéptido es capaz de formar al menos un puente de cistina intramolecular.

En aun otra realizacion, el polipéptido comprende un dimero de dicho polipéptido unido a al menos un puente de
cistina intermolecular.

En aun otra realizacion, el polipéptido de la invencion ademas comprende una cola de afinidad, tal como una cola
polyhis, una cola GST, una cola HA, una cola Flag, una cola C-myc, una cola HSV, una cola V5, una cola de
proteina de unién a maltosa, una cola del dominio de unién a celulosa.

En una realizacion, el agente de la descripcién es un nucleétido que codifica un polipéptido que tiene al menos 70%
de identidad de secuencia respecto de una secuencia seleccionado del grupo que consiste en SEC ID NO.: 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9010.

En oftra realizacion, el nucledtido de la invencion codifica un polipéptido que tiene al menos 70% de identidad de
secuencia, tal como 75% de identidad de secuencia, tal como 80% de identidad de secuencia, tal como 85% de
identidad de secuencia, tal como 90% de identidad de secuencia, tal como 95% de identidad de secuencia, tal como
96% de identidad de secuencia, tal como 97% de identidad de secuencia, tal como 98% de identidad de secuencia,
tal como 99% de identidad de secuencia, tal como 100% de identidad de secuencia identidad de secuencia respecto
de una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEC ID NO.: 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9y 10.

En aun otra realizacion el agente de la descripcion es un vector que comprende la molécula de acido nucleico como
se define en la presente memoria mas arriba.

En ofra realizacion, el vector se selecciona del grupo que consiste en vectores obtenidos de la familia Retroviridae
incluyendo lentivirus, HIV, SIV, FIV, EAIV, CIV.

En otra realizacion, el vector se selecciona del grupo que consiste en alfavirus, adenovirus, virus adeno asociado,
baculovirus, HSV, coronavirus, virus del papiloma bovino, Mo-MLV, preferentemente virus adeno asociado.

En otra realizacion, el vector comprende un promotor operativamente ligado a la molécula de acido nucleico.

En una realizacion, dicho promotor se selecciona del grupo que consiste en: CMV, UbiC humano, RSV, promotor Tet
regulable, Mo-MLV-LTR, MxI, EF-1 alfa, PDGF beta y CaMK II.

En una realizacion, el agente de la descripcion es una célula transformada o transducida con uno o mas vectores
como se define en la presente memoria mas arriba. Dicha célula puede ser implantada en un sujeto con el fin de
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producir agentes polipeptidicos de acuerdo a la invencion. Las células pueden, ademas, ser encapsuladas en una
capsula biocompatible y administradas al sujeto que lo necesita. De esta manera, el agente segun la descripcion se
puede administrar localmente en el sistema nervioso central, evitando asi las dificultades en el paso de la barrera
hematoencefalica.

En una realizacion, la célula capaz de producir el agente de la descripcidn se selecciona del grupo que consiste en
Saccharomyces cerevisiae, E. coli, Aspergillus y células de insectos Sf9.

En otra realizacion, la célula capaz de producir el agente de la descripcion se selecciona del grupo que consiste en
células de mamifero seleccionadas del grupo que consiste en células de ser humano, felino, porcino, simio, canino,
rata y murinas.

En otra realizacion, la célula de mamifero capaz de producir el agente de la descripcion se selecciona del grupo que
consiste en neuronas y células gliales.

El uso de la realizacién 34 en la que dicha célula se selecciona del grupo que consiste en células CHO, CHO-K1,
HEI193T, HEK293, COS, PC12, HiB5, RN33b y BHK.

En aln otra realizacion, la invencion se refiere a una linea celular de empaquetado capaz de producir una particula
viral infecciosa, donde dicha particula viral comprende un genoma derivado de Retroviridae que comprende un
retroviral LTR 5, un sitio de unién ARNt, una sefial de empaquetamiento, un promotor operativamente unido a una
secuencia de polinucleotidos que codifica el agente polipeptidico como se define en la presente memoria mas arriba,
un origen de sintesis de la segunda cadena de ADN, y un retroviral LTR 3.

En otra realizacion, en la que el genoma de la particula viral se obtiene lentiviralmente y los LTRs son lentiviral.

En una realizacién, el agente de la invencién es capaz de unirse a la entidad receptor de dominio Vps10p de la
invencion. En una realizacién preferente, el agente es un agente de unién a Sortilina, inhibiendo la formacién de un
complejo de Sortilina:TrpV:TrkA.

En dicha realizacion, el agente de la descripcion tiene la estructura general de formula (1):

U]

en el que X es un atomo que actda como dador de hidrégeno dicho atomo seleccionado del grupo que consiste en N,
0O, S,Pyenelque

Y es un atomo electronegativo que actia como aceptor de enlace de hidrégeno seleccionado del grupo que consiste
enO,N, S, F,Cl, Br, |,y en el que

R1 es Alquilo C3-6, ciclico C4-6, un heterociclico o una estructura heteroaromatica que tiene un anillo, de 4 a 6
miembros anulares en cada uno y de 1 a 3 heteroatomos, o una heteroalquilo que comprende 1 a 3 heteroatomos
seleccionados del grupo que consiste en N, O, S(O)o-2, y en el que

R2 es un hidrégeno, un alquilo C1-12 o un aromatico, un carbociclico, una estructura heterociclica o heteroaromatica
que tiene 1-3 anillos, 3-8 miembros anulares en cada uno y 0 a 4 heteroatomos, o un heteroalquilo que comprende 1
a 8 heteroatomos seleccionados del grupo que consiste en N, O, S(O)o-2, y en el que

R3 es hidrégeno, SH, imidazol, alquilo C1-12 o un aromatico, un carbociclico, un heterociclico o una estructura
heteroaromatica que tiene 1-3 anillos, 3-8 miembros anulares en cada uno y 0 a 4 heteroatomos, o un heteroalquilo
que comprende 1 a 8 heteroatomos seleccionados del grupo que consiste en N, O, S, y en el que

R4 es seleccionado de los grupos funcionales alquilo lineal o ramificado C1-100, alquenilo lineal o ramificado,
alquinilo lineal o ramificado, fenilo, bencilo, haloalcano, cloroalcano, bromoalcano, yodoalcano, haloformilo, hidroxilo,
carbonilo, aldehido, éster carbonato, carboxilato, carboxilo, éter, éster, hidroperoxi, peroxi, carboxamida, amina
primaria, amina secundaria, amina terciaria, amonio, cetimina primaria, cetimina secundaria, aldimina primaria,
aldimina secundaria, imida, azida, azo (diimida), cianato, isocianuro, isotiocianato, nitrato, nitrilo, nitrosooxi, nitro,
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nitroso, priidilo, fosfino, fosfato, fosfono, sulfonilo, sulfinilo, sulfhidrilo (SH), tiocianato, disulfuro, un acoplador L2 o L3,
y una secuencia de aminoacidos que es al menos 50% idéntica a SEC ID NO.: 10 o un fragmento de la misma.

En otra realizacion, el agente tiene la estructura general de férmula (11):

H A

(I

en el que Z es un dador de enlace de hidrogeno o aceptor seleccionado del grupo que consiste en carbonilo,
hidroxilo, amino, imino, amida, sulfhidrilo, cloro, fluoro, y en el que

Rs se selecciona del grupo que consiste en H, CHs, y un acoplador L2, y en el que
Re se selecciona del grupo que consiste en H, -CHs, -CH>CH3 y -OCHs, y en el que

R7 se selecciona del grupo que consiste en cadenas laterales de glutamato, glutamina, lisina, arginina, histidina,
tirosina, metionina, cisteina, grupos alifaticos C4-6, y en el que

Rs se selecciona del grupo que consiste en cadenas laterales de tirosina, histidina, serina, treonina, aspartato,
asparagina, cisteina, fenilalanina, yodo-tirosina y -CH>-NH>, y en el que

Ry se selecciona del grupo que consiste en cadena lateral de lisina, arginina, glutamina, grupos heteroalifaticos y
alifaticos C3-8, grupos heterociclicos y carbociclicos que comprende anillos de 5 o 6 miembros, y en el que

R10 se selecciona del grupo que consiste en un piroglutamato, poli-carbohidratos y un polipéptido de longitud mayor
que igual a 10, y en el que

R11 y Rizindividualmente se seleccionan del grupo que consiste en H, alquilo lineal o ramificado C1-12, alquenilo
lineal o ramificado, alquinilo lineal o ramificado, fenilo, bencilo, haloalcano, cloroalcano, bromoalcano, yodoalcano,
haloformilo, hidroxilo, carbonilo, aldehido, éster carbonato, carboxilato, carboxilo, éter, éster, hidroperoxi, peroxi,
carboxamida, amina primaria, amina secundaria, amina terciaria, amonio, cetimina primaria, cetimina secundaria,
aldimina primaria, aldimina secundaria, imida, azida, azo (diimida), cianato, isocianuro, isotiocianato, nitrato, nitrito,
nitrosooxi, nitro, nitroso, priidilo, fosfino, fosfato, fosfono, sulfonilo, sulfinilo, sulfhidrilo (SH), y en el que

Los enlaces covalentes (1) y (2) individualmente se seleccionan del grupo que consiste en enlaces simples y enlaces
dobles.

En otra realizacion el agente tiene la estructura general de férmula (ll1):

()
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en el que Rq3 se selecciona del grupo que consiste en H, alquilo C1-12, alquenilo, alquinilo y un acoplador L3, y en €l
que

R14, Ris, R17, R19, Rygindividualmente se seleccionan del grupo que consiste en H, alquilo C1-12, alquenilo y alquinilo,
y en el que

R16 se selecciona del grupo que consiste en cadenas laterales de fenilalanina, leucina, isoleucina, valina, metionina,
histidina, cisteina, lisina y alifatico C3-7, y en el que

R1s se selecciona del grupo que consiste en H, -CH3z y -CH>OH, y en el que

los enlaces covalentes (1) y (2) individualmente se seleccionan del grupo que consiste en enlaces simples y enlaces
dobles.

En una realizacion, el acoplador L2 mencionado en la presente memoria mas arriba se selecciona del grupo que
consiste en un esqueleto peptidico de 5 a 6 residuos, alquilo C15-20, alquenilo C15-20 y alquinilo C15-20.

En otra realizacion dicho acoplador L2 acopla la férmula general (1) a la formula general (Il), formando de ese modo
un agente que tiene la formula general (IV):

[Férmula (1)] - [Acoplador L2] - [Formula (11)] (V)

En una realizacion, el acoplador L3 se selecciona del grupo que consiste en un esqueleto peptidico de 12 a 20
residuos, alquilo C30-60, alquenilo C30-60, alquinilo C30-60.

En otra realizacion dicho acoplador L3 acopla la formula general (1) a la férmula general (1) a la formula general (ll1),
formando de ese modo un agente que tiene la férmula general (V):

[Formula (I)] - [Acoplador L3] - [Formula (l11)] V)

En una realizacion, el agente es un péptido o péptido artificial, o un péptido sintético o una molécula mixta que
comprende una parte y una parte no natural, dicho agente seleccionado del grupo que consiste en péptidos que
tiene la Secuencia RRPYI(ciclohexil-glicina), yodoYIL, QIL, YCL, dYIL, YHL, RRPYI-1-amino-1-carboxiciclohexilo,
RRPYI (N-metil-Leucina Y YIL, representado en la Figura 8.

En una realizacion el agente es RRPY/(ciclo-hexil-glicina) que se describe en la figura 8.

En una realizacion el agente es yodoYIL que se describe en la figura 8.

En una realizacioén el agente es QIL que se describe en la figura 8.

En una realizacion el agente es YCL que se describe en la figura 8.

En una realizacion el agente es dYIL que se describe en la figura 8.

En una realizacion el agente es YHL que se describe en la figura 8.

En una realizacion el agente es RRPYI-1-amino-1-carboxiciclohexilo que se describe en la figura 8.
En una realizacion el agente es RRPYI(n-Metil-Leucina que se describe en la figura 8.

En una realizacion el agente es YIL que se describe en la figura 8.

Anticuerpos

Un anticuerpo se une fuertemente a una molécula diana particular, inactivando de este modo directamente o
marcandola para su destruccion. El anticuerpo reconoce su objetivo (antigeno) con una fuerza uy especificidad
notable impuesto por la suma de muchas fuerzas quimicas, incluyendo enlaces de hidrogeno, y fuerzas de van der
Waals e hidréfobas, asi como interacciones ionicas. En general, cuanto mas complejo es quimicamente el objetivo,
mas inmunogénico sera el mismo. El determinante antigénico puede abarcar tramos de aminoacidos lineales cortos
o0 un médulo de proteina en tres dimensiones mas complicado.

Conceptualmente, los anticuerpos dirigidos contra un receptor diana pueden inhibir la unién al ligando de dos
maneras: competitiva o alostérica. La inhibicion competitiva implica la unién directa del anticuerpo a o cerca del sitio
de union del ligando en el receptor, desplazando de ese modo el ligando de su receptor o inhibiendo estéricamente
el acercamiento del ligando al sitio de unién del ligando. La inhibicién alostérica implica la unién del anticuerpo a un
sitio en el polipéptido del receptor que es distinto del epitopo de unién al ligando. Sin embargo, la unién a este sitio
inducira un cambio conformacional en la estructura general del receptor que hace que sea mas dificil o incluso
imposible que el ligando se una a su sitio de reconocimiento del cognato.
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Un aspecto de la descripcion es proporcionar anticuerpos o equivalentes funcionales de los mismos que reconocen
especificamente y se unen a epitopos de receptores de dominio Vps10p, receptores TRPV y un tercer componente
al que los dos componentes anteriores de un complejo ternario pueden unirse. Un ejemplo de un tercer epitopo es el
receptor TrkA.

El anticuerpo o equivalente funcional del mismo puede ser cualquier anticuerpo conocido en la técnica, por ejemplo
un anticuerpo policlonal o un anticuerpo monoclonal derivado de un mamifero o un anticuerpo sintético tal como un
anticuerpo de cadena sencilla o hibridos que comprenden fragmentos de anticuerpos. Ademas, el anticuerpo puede
ser mezclas de anticuerpos monoclonales o anticuerpos policlonales artificiales. Ademas, los equivalentes
funcionales de anticuerpos pueden ser fragmentos de anticuerpos, en particular, fragmentos de unién a epitopos.
Ademas, los anticuerpos o equivalente funcional de los mismos pueden ser una molécula pequefia que imita un
anticuerpo. Los anticuerpos de origen natural son moléculas de inmunoglobulina que consisten en cadenas pesadas
y livianas. En realizaciones preferentes de la invencion, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

Los anticuerpos monoclonales (Mab) son anticuerpos, en los que cada molécula de anticuerpo son similares y por lo
tanto reconocen el mismo epitopo. Los anticuerpos monoclonales se producen en general por una linea de células
de hibridoma. Los procedimientos de fabricacion de anticuerpos monoclonales y células de hibridoma sintetizadoras
de anticuerpos son bien conocidos para los expertos en la técnica. Los hibridomas productores de anticuerpos por
ejemplo pueden prepararse mediante la fusién de un anticuerpo que produce linfocitos B con una linea celular de
linfocitos B inmortalizada. Los anticuerpos monoclonales segun la presente invencion pueden prepararse por
ejemplo como se describe en Antibodies: A Laboratory Manual, By Ed Harlow y David Lane, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1988. Dichos anticuerpos monoclonales pueden obtenerse de cualquier especie de mamifero
adecuada, sin embargo frecuentemente los anticuerpos monoclonales seran anticuerpos de roedores por ejemplo
anticuerpos monoclonales de rata o murinos. Se prefiere que los anticuerpos segun la presente invencion sean
anticuerpos monoclonales o derivados de anticuerpos monoclonales.

Los anticuerpos policlonales es una mezcla de moléculas de anticuerpo que reconocen un antigeno dado especifico,
los anticuerpos policlonales pueden por lo tanto reconocer diferentes epitopos del antigeno dentro de dicho antigeno.
En general, los anticuerpos policlonales se purifican a partir de suero de un mamifero, que ha sido previamente
inmunizado con el antigeno. Los anticuerpos policlonales pueden por ejemplo prepararse mediante cualquiera de los
procedimientos descritos en Antibodies: A Laboratory Manual, By Ed Harlow y David Lane, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1988. Los anticuerpos policlonales se pueden obtener de cualquier especie de mamifero
apropiada, por ejemplo ratones, ratas, conejos, burros, cabras, ovejas, vacas o camellos. El anticuerpo
preferentemente no se obtiene de una especie no mamifero, es decir, el anticuerpo no es por ejemplo
preferentemente un anticuerpo de pollo. El anticuerpo también puede ser por ejemplo un anticuerpo policlonal
artificial como por ejemplo se describe en el documento US 5.789.208 o US 6.335.163.

Los anticuerpos segun la presente invencion también pueden ser anticuerpos recombinantes. Los anticuerpos
recombinantes son anticuerpos o fragmentos de los mismos o equivalentes funcionales de los mismos producidos
utilizando tecnologia recombinante. Por ejemplo los anticuerpos recombinantes pueden producirse utilizando una
biblioteca sintética o mediante presentacion de fagos. Los anticuerpos recombinantes se pueden producir de
acuerdo a cualquier procedimiento convencional, por ejemplo los procedimientos descritos en "Recombinant
Antibodies", Frank Breitling, Stefan Dubel, Jossey-Bass, Septiembre de 1999.

Los anticuerpos segun la descripcion también pueden ser anticuerpos biespecificos, es decir, anticuerpos que
reconocen especificamente dos epitopos diferentes. Los anticuerpos biespecificos en general pueden ser
preparados a partir de anticuerpos monoclonales, o a partir de anticuerpos recombinantes, por ejemplo utilizando
dos hibridomas con el fin de combinar su especificidad, por reticulacion quimica o utilizando tecnologias
recombinantes. Los anticuerpos segun la descripcion también pueden ser anticuerpos triespecificos.

Los equivalentes funcionales de anticuerpos pueden en una realizacion preferente ser un fragmento de un
anticuerpo, preferentemente un fragmento de unién al antigeno o una regién variable. Los ejemplos de fragmentos
de anticuerpos utiles con la descripcion incluyen fragmentos Fab, Fab', F (ab') 2 y Fv. La digestion con papaina de
los anticuerpos produce dos fragmentos idénticos de unién a antigeno, llamado el fragmento Fab, cada uno con un
solo sitio de unién a antigeno, y un fragmento residual "Fc", llamado asi por su capacidad para cristalizarse
facilmente. El tratamiento con pepsina produce un fragmento F(ab'), que tiene dos fragmentos de unién a antigeno
que son capaces de reticular el antigeno, y otro fragmento residual (que se denomina pFc'). Los fragmentos
adicionales pueden incluir diacuerpos, anticuerpos lineales, moléculas de anticuerpo de cadena Unica, anticuerpos
multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpos. Como se emplea en la presente memoria
"fragmento funcional" con respecto a los anticuerpos, se refiere a fragmentos Fv, F(ab) y F(ab')..

Los fragmentos de anticuerpos preferentes retienen alguna o esencialmente toda la capacidad de un anticuerpo para
unirse selectivamente con su antigeno o receptor. Algunos fragmentos preferentes se definen de la siguiente
manera :

(1) Fab es el fragmento que contiene un fragmento de unién a antigeno monovalente de una molécula de anticuerpo.
Un fragmento Fab se puede producir mediante la digestion del anticuerpo entero con la enzima papaina para
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producir una cadena liviana intacta y una porcion de una cadena pesada .

(2) Fab' es el fragmento de una molécula de anticuerpo y se puede obtener tratando el anticuerpo entero con
pepsina, seguido por reduccion, para producir una cadena liviana intacta y una porcidon de una cadena pesada. Dos
fragmentos Fab' se obtienen por molécula de anticuerpo. Los fragmentos Fab' difieren de los fragmentos Fab por la
adicién de unos pocos residuos en el extremo carboxilo del dominio CH1 de cadena pesada incluyendo una o mas
cisteinas de la region bisagra del anticuerpo.

(3) (Fab') 2 es el fragmento de un anticuerpo que puede obtenerse tratando el anticuerpo entero con la enzima
pepsina sin reduccién posterior. F(ab'); es un dimero de dos fragmentos Fab' retenidos unidos por dos enlaces
disulfuro.

(4) Fv es el fragmento de anticuerpo minimo que contiene un reconocimiento y sitio de uniéon de antigeno completo.
Esta region consiste en un dimero de un dominio variable de cadena liviana y uno pesado en una estrecha
asociacion, no covalente (dimero VH-VL). Es en esta configuracion que las tres CDRs de cada dominio variable
interaccionan para definir un sitio de unién a antigeno en la superficie del dimero VH-VL. Colectivamente, las seis
CDR confieren especificidad de unién a antigeno para el anticuerpo. Sin embargo, incluso un dominio variable
simple (o la mitad de un Fv que comprende solo tres CDR especificas para un antigeno) tiene la capacidad de
reconocer y unirse al antigeno, aunque en una afinidad mas baja que el sitio de unién completo.

En una realizacion de la descripcion el anticuerpo es un anticuerpo de cadena simple ("SCA"), definido como una
molécula manipulada genéticamente que contiene la region variable de la cadena liviana, la region variable de la
cadena pesada, unidas por un acoplador polipeptidico adecuado como una molécula de cadena simple fusionada
genéticamente. Tales anticuerpos de cadena simple también son referidos como fragmentos de anticuerpos "Fv de
cadena simple" o "scFv". En general, el polipéptido Fv ademas comprende un polipéptido acoplador entre los
dominios VL y VH Y, que permite que scFv forme la estructura deseada para la unién a antigeno.

En otra realizacion de la descripcién el equivalente funcional de un anticuerpo es una molécula pequefia que imita un
anticuerpo. Tales moléculas pueden ser miembros de unién a inmunoglobulina. Asi, el polipéptido epitopo de la
presente invencion puede obtenerse de una proteina o polipéptido de origen natural; dicha proteina o polipéptido por
ejemplo puede ser disefiado de novo, o puede ser seleccionado de una biblioteca. EI miembro de union puede ser
un solo resto, por ejemplo, un polipéptido o dominio de proteina, o puede incluir dos o0 mas restos, por ejemplo, un
par de polipéptidos tal como un par de polipéptidos. El polipéptido de uniéon puede ser por ejemplo, pero no
exclusivamente, una lipocalina, una molécula MHC de cadena simple, una Anticalin (Pieris), un Affibody™, o un
Trinectin™ (Phylos), nanocuerpos (Ablynx). EI miembro de union puede ser seleccionado o disefiado por
procedimientos recombinantes conocidos por personas bien conocidos en la técnica.

Anticuerpos humanos

Los anticuerpos monoclonales humanos de la invencion pueden ser producidos por una variedad de técnicas,
incluyendo la metodologia convencional de anticuerpos monoclonales, por ejemplo, la técnica de hibridacion de
células somaticas convencional de Kohler y Milstein, Nature 256:495 (1975). Aunque se prefieren procedimientos de
hibridacion de células somaticas, en principio, se pueden emplear otras técnicas para producir anticuerpo
monoclonal, por ejemplo, transformacion viral u oncogénica de linfocitos B o técnicas de presentacion en fagos
utilizando bibliotecas de genes de anticuerpos humanos

Epitopos de unién para anticuerpos en el receptor de dominio Vps10p Sortilina

En una realizacion preferente, el agente de la descripcion es un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en:
anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales, anticuerpos humanizados, anticuerpos de cadena simple,
anticuerpos recombinantes, fragmentos de anticuerpos incluyendo fragmentos Fab

En una realizacion preferente el anticuerpo esta dirigido contra un parte extracelular del receptor de dominio Vps10p.
Esta realizacion es util tanto in vivo como in vitro.

En otra realizacion, el agente anticuerpo de la descripcion esta dirigido al dominio intracelular del receptor de
dominio Vps10p. Esta realizaciéon es particularmente util para fines in vitro.

En otra realizacion, el receptor de dominio Vps10p se selecciona del grupo que consiste en Sortilina (SEC ID NO.: 1),
SorLA (SEC ID NO.: 2), SorCS1 (SEC ID NO.: 3), SorCS2 (SEC ID NO.: 4) y SorCS3 (SEC ID NO.: 5).

En una realizacion preferente el receptor de dominio Vps10p es Sortilina (SEC ID NO.: 1).

En una realizacion, los anticuerpos monoclonales humanos estan dirigidos contra un epitopo que comprende los
residuos de aminoacidos R325, S316, Y351, 1353, K260, 1327, F314, F350 a M363, S305, F306, T398 a G400,
1303-G309, Q349-A356, Y395 y T402 de SEC ID NO. 1 o un fragmento unido a membrana o soluble o variante del
mismo.

En otra realizacion, los anticuerpos monoclonales humanos estan dirigidos contra un epitopo que comprende los
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residuos de aminoacidos R325, S316, Y351, 1353, K260, 1327, F314, F350 a M363, S305, F306 y T398 a G400 de
SEC ID NO.1 o un fragmento unido a membrana o soluble o una variante del mismo.

En otra realizacion, los anticuerpos monoclonales humanos estan dirigidos contra un epitopo que comprende los
residuos de aminoacidos R325, S316, Y351, 1353, K260, 1327, F314 y F350 a M363 de SEC ID NO. 1 o un
fragmento unido a membrana o soluble o variante del mismo.

En otra realizacion, los anticuerpos monoclonales humanos estan dirigidos contra un epitopo que comprende los
residuos de aminoacidos L572, L114, V112, R109 a S111, S115 a G118, T570, G571, W586, W597, T168-1174,
L572, A573 y S584 a F588 de SEC ID NO. 1 o un fragmento unido a membrana o soluble o variante del mismo.

En otra realizacion, los anticuerpos monoclonales humanos estan dirigidos contra un epitopo que comprende los
residuos de aminoacidos L572, L114, V112, R109 a S111, S115 a G118, T570, G571, W586 y W597 de SEC ID NO.
1 o un fragmento unido a membrana o soluble o variante del mismo.

En otra realizacion, los anticuerpos monoclonales humanos estan dirigidos contra un epitopo que comprende los
residuos de aminoacidos L572, L114 y V112 de SEC ID NO. 1. En otra realizacion, los anticuerpos monoclonales
humanos estan dirigidos contra un epitopo que comprende los residuos de aminoacidos D403, S420, D422, N423,
S424, 1425, E426, T451, Y466, E470, 1498, S499 y V500 de SEC ID NO. 1 o un fragmento unido a membrana o
soluble o variante del mismo.

En otra realizacion, los anticuerpos monoclonales humanos estan dirigidos contra un epitopo que comprende los
residuos de aminoacidos D403, N423, S424, 1425, T451, Y466, 1498 y V500 de SEC ID NO. 1 o un fragmento unido
a membrana o soluble o variante del mismo.

En otra realizacion, los anticuerpos monoclonales humanos estan dirigidos contra un epitopo que comprende los
residuos de aminoacidos T451, Y466, 1498 y V500 de SEC ID NO. 1 o un fragmento unido a membrana o soluble o
variante del mismo.

En una realizacién importante, el anticuerpo de la descripcion es seleccionado de los anticuerpos que se describen
en la tabla 1.

Por consiguiente, los anticuerpos de la descripcion pueden seleccionarse de, pero sin limitarse a anticuerpos
seleccionados del grupo que consiste en dominio antiextracelular de cabra de anticuerpo de SorLA humana, dominio
anticitoplasmatico de conejo de anticuerpo de SorLA humana, repeticion anticomplementaria de conejo de
anticuerpo de SorLA humana, dominio antiextracelular de conejo de anticuerpo de SorLA humana, dominio
anticitoplasmatico de conejo de anticuerpo de SorLA humana, dominio anti-Vps10p de conejo de anticuerpo de
SorLA humana, secuencia anti-peptidica de conejo en dominio Vps10p de anticuerpo de SorLA humana,
anti-C-terminal de conejo de anticuerpo de SorLA humana, cola anticitoplasmatica de conejo de anticuerpo de SorLA
humana, dominio antiextracelular de ratéon de anticuerpo de SorLA humana, dominio antiextracelular de conejo de
anticuerpo de Sortilina humana, dominio anticitoplasmatico de conejo de anticuerpo de Sortilina humana,
anti-propéptido de conejo de anticuerpo de Sortilina humana, dominio anti-Vps10p de conejo de anticuerpo de
Sortilina humana, dominio antiextracelular de cabra de Sortilina humana, dominio antiextracelular de ratén de
anticuerpo de Sortilina humana, dominio antiextracelular de cabra de anticuerpo de SorCS1 humana, dominio
antiextracelular de conejo de anticuerpo de SorCS1 humana, dominio rico en antileucina de de anticuerpo de
SorCS1 humana, dominio antiextracelular de ratéon de anticuerpo de SorCS1 humana, dominio antiextracelular de
oveja de anticuerpo de SorCS2 humana, dominio antiextracelular de cabra de anticuerpo de SorCS2 humana,
dominio antiextracelular de conejo de anticuerpo de SorCS2 humana, aminoacidos del extremo terminal C anti-28 de
conejo de anticuerpo de SorCS2 humana, anti-propéptido de conejo de anticuerpo de SorCS2 humana, dominio
antiextracelular de ratén de SorCS2 humana, aminoacidos del extremo terminal C anti-15 de conejo de anticuerpo de
SorCS3 humana, dominio anti-N-terminal de conejo de anticuerpo de SorCS3 humana, dominio antiextracelular de
conejo de SorCS3 humana, dominio antiextracelular de ratén de SorCS3 humana y dominio antiextracelular de cabra
de anticuerpo de SorCS3 humana, o una combinacién de los anteriores.

En una realizacion, el anticuerpo esta dirigido contra el receptor Trpv.
En otra realizacion, el anticuerpo esta dirigido contra el receptor TrkA.

La persona experta en la técnica de la produccién de anticuerpos, puede, sobre la base de la informacion
proporcionada mas arriba, a su discrecioén producir un anticuerpo capaz de inhibir el dolor segun la presente
invencion.

Inmunizaciones

Para generar anticuerpos monoclonales completamente humanos contra los epitopos de interés para la descripcion,
los ratones transgénicos o transcromosomales que contienen genes de inmunoglobulina humana (por ejemplo,
ratones HCo12, HCo7 o KM) pueden inmunizarse con una preparacion enriquecida del antigeno y/o células que
expresan los epitopos de los receptores diana de la descripcion, como se describe, por ejemplo, por Lonberg et al.
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(1994), supra; Fishwild et al. (1996), supra, y el documento WO 98/24884. Por otra parte, los ratones pueden ser
inmunizados con ADN que codifica el epitopo CaOU-1. Preferentemente, los ratones tendran 6-16 semanas de edad
en la primera infusion.

La experiencia acumulada con diversos antigenos ha demostrado que los ratones transgénicos HUMAb responden
mejor cuando se inmunizan inicialmente por via intraperitoneal (ip) o por via subcutanea (sc) con células que
expresan el antigeno en adyuvante completo de Freund, seguido por inmunizaciones i.p semana de por medio
(hasta un total de 10) con las células que expresan el antigeno en PBS. La respuesta inmunitaria puede
monitorizarse durante el transcurso del protocolo de inmunizacién con muestras de plasma que se obtienen por
sangrados retroorbitales. El plasma puede cribarse mediante analisis FACS, y los ratones con titulos suficientes de
inmunoglobulina humana anti-antigeno pueden usarse para fusiones. Los ratones pueden ser impulsados por via
intravenosa con células que expresan el antigeno por ejemplo 4 y 3 dias antes del sacrificio y la extirpacion del bazo.

Uso de secuencias de anticuerpos parciales para expresar anticuerpos intactos

Los anticuerpos interactian con antigenos diana predominantemente a través de residuos de aminoacidos que se
encuentran en las seis regiones determinantes de complementariedad (CDR) de cadena ligera y pesada. Por esta
razén, las secuencias de aminoacidos dentro de CDR son mas diversas entre anticuerpos individuales que las
secuencias fuera de las CDR. Debido a que las secuencias de CDR son responsables de la mayoria de las
interacciones anticuerpo-antigeno, es posible expresar anticuerpos recombinantes que imitan las propiedades de
anticuerpos de origen natural especificos mediante la construccion de vectores de expresion que incluyen
secuencias de CDR de los anticuerpos de origen natural especificos injertados en secuencias marco de un
anticuerpo diferente con diferentes propiedades (véase, por ejemplo, Riechmann, L. et al. (1998) Nature
332:323-327; Jones, P. et al. (1986) Nature 321:522-525; y Queen, C. et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
86:10029-10033). Tales secuencias marco se pueden obtener a partir de bases de datos de ADN publicas que
incluyen las secuencias génicas de anticuerpos de linea germinal. Estas secuencias de linea germinal diferiran de
las secuencias génicas de anticuerpos maduros porque no incluiran genes variables completamente ensamblados,
que se forman por la uniéon V(D)J durante la maduracion de células B. Las secuencias génicas de linea germinal
también diferiran de las secuencias de un anticuerpo repertorio secundario de alta afinidad que contiene mutaciones
en todo el gen variable, pero normalmente agrupados en las CDR. Por ejemplo, las mutaciones somaticas son
relativamente infrecuentes en la parte amino terminal de la regién marco 1 y en la porcidon carboxi -terminal de la
region marco 4. Por esta razén, no es necesario obtener toda la secuencia de ADN de un anticuerpo particular con el
fin de recrear un anticuerpo recombinante intacto que tiene propiedades similares a aquellas del anticuerpo original
(véase el documento WO 99/45962 ). Las secuencias de cadena liviana y cadena pesada que abarca las regiones
CDR suele ser suficiente para este proposito. La secuencia parcial se utiliza para determinar qué segmentos de
genes de unién y variables de linea germinal contribuyeron con los genes variables de anticuerpo recombinado. La
secuencia de linea germinal se usa entonces para suplir la falta de partes de las regiones variables. Las secuencias
lideres de cadena liviana y pesada se escinden durante la maduracion de la proteina y no contribuyen con las
propiedades del anticuerpo final. Para afiadir secuencias que faltan, las secuencias de ADNc clonado se pueden
combinar con oligonucleétidos sintéticos por ligacion o amplificacion por PCR. Alternativamente, la region variable
completa puede sintetizarse como un conjunto de oligonucleétidos cortos que se superponen y combinarse por
amplificacion por PCR para crear un clon de region variable completamente sintético. Este proceso tiene ciertas
ventajas tal como la eliminaciéon o inclusion de sitios de restriccion particulares, o la optimizacion de codones
particulares.

Las secuencias de nucledtidos de transcripciones de cadena liviana y pesada de hibridomas se utilizan para disefar
un conjunto de superposicion de oligonucleotidos sintéticos para crear secuencias V sintéticas con capacidades de
codificacién de aminoacidos idénticas como las secuencias naturales. Las secuencias de cadena kappa y pesada
sintética pueden diferir de las secuencias naturales de tres maneras: las hebras de bases de nucledtidos repetidas
se interrumpen para facilitar la sintesis de oligonucleotidos y la amplificacion por PCR; sitios 6ptimos de iniciacion de
traduccién 6ptimos se incorporan de acuerdo las reglas de Kozak (Kozak, 1991, J. Biol. Chem. 266:19867-19870); y
los sitios Hindlll se manipulan genéticamente corriente arriba de los sitios de iniciacién de la traduccion.

Para ambas regiones variables de cadena liviana y pesada, las secuencias de hebra codificantes optimizadas y
correspondientes no codificantes se descomponen en 30-50 nucleétidos aproximadamente en el punto medio del
oligonucledtido no codificante correspondiente. Por lo tanto, para cada cadena, los oligonucleétidos pueden ser
ensamblados en conjuntos de hebra doble de superposicién que abarcan segmentos de 150-400 nucledtidos. Las
combinaciones se utilizan entonces como plantillas para producir productos de amplificacion por PCR de 150-400
nucledtidos. Por lo general, un conjunto de oligonucleétidos de region variable simple se descompone en dos
combinaciones que son amplificadas por separado para generar dos productos PCR de superposicion. Estos
productos solapantes se combinan a continuaciéon mediante amplificacion por PCR para formar la regién variable
completa. También puede ser deseable incluir un fragmento de la superposicion de la regidon constante de cadena
pesada o liviana (incluyendo el sitio Bbsl de la cadena liviana kappa, o el sitio de Agel de la cadena pesada gamma)
en la amplificacion por PCR para generar fragmentos que pueden ser facilmente clonados en las construcciones de
vectores de expresion.

Las regiones variables de cadena pesada y liviana reconstruidas se combinan entonces con secuencias promotoras
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clonadas, lideres, de iniciacion de traduccion, de region constante, no traducidas 3', de poliadenilacion, y terminacion
de la transcripciéon para formar construcciones de vectores de expresion. Las construcciones de expresion de
cadena liviana y pesada se pueden combinar en un uUnico vector, ser co-transfectadas, transfectadas en serie, o
transfectadas por separado en células huésped que a continuacién se fusionan para formar una célula huésped que
expresa ambas cadenas

Anticuerpos monovalentes
El polipéptido de unién monoespecifico puede ser monovalente, es decir, que tiene sélo un dominio de unién.

Para un anticuerpo monovalente, las secuencias de residuos de aminoacidos de dominio constante de
inmunoglobulina comprenden las partes estructurales de una molécula de anticuerpo conocidas en la técnica como
CH1, CH2, CH3 y CH4. Son preferentes los polipéptidos de unién que se conocen en la técnica como C.. Los
polipéptidos C. preferentes se seleccionan del grupo que consiste en Cikappa ¥ Ciambda.

Ademas, en la medida en que el dominio constante puede ser un dominio constante de cadena pesada o liviana (Cx
o Cy, respectivamente), una variedad de composiciones de polipéptidos de unidbn monovalentes es contemplada por
la descripcion. Por ejemplo, los dominios constantes de cadena liviana son capaces de formar un puente de disulfuro
a otro cualquier dominio constante de cadena liciana o a un dominio constante de cadena pesada. En contraste, un
dominio constante de cadena pesada puede formar dos puentes disulfuro independientes, lo que permite la
posibilidad de formar un puente a tanto otra cadena pesada y a una cadena liviana, o para formar polimeros de
cadenas pesadas.

Por lo tanto, en otra realizacién, la invencion contempla un polipéptido de unién monovalente aislado en el que el
dominio de cadena constante C tiene un residuo de cisteina capaz de formar al menos un puente disulfuro, y donde
al menos dos polipéptidos monovalentes estan covalentemente unidos por dicho puente disulfuro.

En realizaciones preferentes, el dominio de cadena constante C puede ser C. o Cy. Donde C es Cy, el polipéptido C,
es preferentemente seleccionado del grupo que consiste en Ciappa Y Ciambda.

En otra realizacion, la invencion contempla una composicién de polipéptidos de unién que comprende un polipéptido
monovalente como mas arriba, excepto que C es C. que tiene un residuo de cisteina capaz de formar un puente
disulfuro, tal que la composicién contiene dos polipéptidos monovalentes unidos covalentemente por dicho puente
disulfuro.

Multiespecificidad, incluyendo biespecificidad

En una realizacién preferente, la descripcion se refiere a polipéptidos de unién multiespecificos, que tienen afinidad
parao y son capaces de unirse a al Menos dos entidades diferentes. Los polipéptidos de uniéon multiespecificos
pueden incluir polipéptidos de unién biespecificos.

En una realizacién la molécula multiespecifica es un anticuerpo biespecifico (BsAb), que lleva al menos dos
dominios de unién diferentes, donde preferentemente al menos uno de los cuales es de origen anticuerpo.

Una molécula biespecifica de la invencion también puede ser una molécula biespecifica de cadena simple, tal como
un anticuerpo biespecifico de cadena simple, una molécula biespecifica de cadena simple que comprende un
anticuerpo de cadena simple y un dominio de unién, o una molécula biespecifica de cadena simple que comprende
dos dominios de unién. Las moléculas multiespecificas también pueden ser moléculas de cadena simple o pueden
comprender al menos dos moléculas de cadena simple.

Los anticuerpos multiespecificos incluyendo los biespecificos, | pueden producirse mediante cualquier manera
adecuada conocida por la persona experta en la técnica.

El enfoque tradicional para generar anticuerpos completos biespecificos era fusionar dos lineas celulares de
hibridoma que producen cada una un anticuerpo que tiene la especificidad deseada. Debido a la asociacién aleatoria
de cadenas liviana y pesada de inmunoglobulina, estos hibridomas hibridos producen una mezcla de hasta 10
combinaciones diferentes de cadena liviana y pesada, sélo una de las cuales es el anticuerpo biespecifico. Por lo
tanto, estos anticuerpos biespecificos tienen que ser purificados con procedimientos engorrosos, que disminuyen
considerablemente el rendimiento del producto deseado.

Enfoques alternativos incluyen la union in vitro de dos especificidades de antigeno por entrecruzamiento quimico de
restos de cisteina, ya sea en la bisagra o a través de una Cys del extremo terminal C genéticamente introducida
como se describe mas arriba.. Una mejora de dicho ensamblaje in vitro se logré utilizando fusiones recombinantes
de Fab con péptidos que promueven la formacién de heterodimeros. Sin embargo, el rendimiento de producto
biespecifico en estos procedimientos es mucho menor que 100%.

Un enfoque mas eficiente para producir fragmentos de anticuerpos bivalentes o biespecificos, que no impliquen
etapas de ensamblaje quimico in vitro, descrito por Holliger et al. (1993). Este enfoque tiene la ventaja de la
observacion de que los scFv secretada a partir de bacterias estan a menudo presentes como monémeros y dimeros.
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Esta observacion sugirié que el Vy y Vi de diferentes cadenas podrian asociarse, formando de este modo dimeros y
complejos mas grandes. Los fragmentos de anticuerpos diméricos, también llamados "diacuerpos" por Hollinger et
al., son en realidad pequefios fragmentos de anticuerpos bivalentes que se ensamblaron en vivo. Mediante la unién
de Vu y Vi de dos anticuerpos diferentes 1 y 2, para formar cadenas “cruzadas” Vy 1V 2 'y V4 2-V 1, se muestra el
proceso de dimerizacion para volver a ensamblar sitios de unién a antigeno. La afinidad de los dos sitios de unién ha
demostrado ser igual que los scFv de inicio, o incluso ser 10 veces mayor cuando se extrajo el acoplador de
polipéptido que une covalentemente VH y VL, generando asi dos proteinas consistiendo cada una en Vy
directamente y covalentemente unido a V_ sin apareamiento con Vy. Esta estrategia de producir fragmentos de
anticuerpos biespecificos también fue descrita en varias solicitudes de patentes. La solicitud de patente WO 94 /
09131 (SCOTGEN LTD ; fecha de prioridad 15 de octubre 1992) se refiere a una proteina de unién biespecifica en la
que los dominios de unién se obtienen de la regidon VH y VL presentes en dos cadenas o unidos en un scFv,
mientras que otros dominios de anticuerpos fusionados, por ejemplo, dominios constantes de extremo terminal C, se
utilizan para estabilizar las construcciones diméricas. La solicitud de patente WO 94/13804 (Cambridge Antibody
Technology / Consejo de Investigacion Médica, primera fecha de prioridad 4 de diciembre 1992) se refiere un
polipéptido que contiene un VH y un VL que son incapaces de relacionarse con los demas, por lo que los dominios V
se pueden conectar con o sin un acoplador.

Mallender y Voss, 1994 (también describio en la solicitud de patente WO 94/13806; DOW CHEMICAL CO; fecha de
prioridad 11 de diciembre de 1992) inform6 acerca de la produccion in vivo de un fragmento de anticuerpo
biespecifico de cadena simple en E. coll. La biespecificidad de la proteina bivalente se basé en dos moléculas de
scFV monovalentes producidas previamente que poseian distintas especificidades, estando unidas entre si en el
nivel genético por un acoplador de polipéptido flexible. Tradicionalmente, siempre que los fragmentos de anticuerpos
de cadena simple son referidos, esta involucrada una molécula simple que consiste en una cadena pesada unida a
una cadena liviana (correspondiente) de presencia o ausencia de un acoplador polipéptido. Al hacer fragmentos de
anticuerpos bivalentes o biespecificos a través de la metodologia de "diacuerpo” (Holliger et al., (1993) y solicitud de
patente WO 94/09131) o por la metodologia de "Doble scFv" (Mallender y Voss, 1994 y patente la solicitud WO
94/13806), nuevamente VH esta ligado a un V_ (correspondiente).

Las moléculas multiespecificas descritas mas arriba pueden fabricarse mediante varios procedimientos. Por ejemplo,
todas las especificidades pueden ser codificadas en el mismo vector y, expresadas y ensambladas en la misma
célula huésped. Este procedimiento es particularmente util cuando la molécula multiespecifica es un mAb X mAb,
mAb X Fab, Fab X F(ab'),; o proteina de fusién Fab X ligando. Varios otros procedimientos para preparar anticuerpos
bivalentes o multivalentes por ejemplo se describen en las Patentes Estadounidenses Nos. 5.260.203; 5,455,030;
4,881,175; 5.132.405; 5.091.513; 5,476,786; 5,013,653; 5.258.498; y 5.482.858.

Utilizando un polipéptido de unién biespecifico o multiespecifico de acuerdo a la invencion, la invencion ofrece varias
ventajas en comparacion con los polipéptidos de unién monoespecificos / monovalentes.

Se puede preferir que el al menos otro dominio de unién sea capaz de unirse a una célula inmunoactiva, tal como un
leucocito, un macréfago, un linfocito, una célula basofilica, y/o una célula eosinofilica, con el fin de aumentar el
efecto del polipéptido de unién en un procedimiento terapéutico. Esto se puede lograr mediante el establecimiento de
que el al menos otro dominio de unién sea capaz de unirse especificamente a una proteina de mamifero, tal como
una proteina humana, tal como una proteina seleccionada de cualquiera de las proteinas de diferenciacion de
agrupamiento (CD), en particular, CD64 y/o CD89. Se describe un procedimiento para producir anticuerpos
biespecificos que tienen especificidad CD64 en US 6.071.517 para Medarex, Inc.

La produccion y caracterizacion de estos anticuerpos monoclonales preferidos son descritos por Fanger et al. en el
documento WO 88/00052 y en US 4.954.617. Estos anticuerpos se unen a un epitopo de FcyRI, FcyRIl o FcyRIll en
un sitio que es distinto del sitio de union Fcy del receptor y, por lo tanto, su unién no se bloquea sustancialmente por
los niveles fisiologicos de IgG. Los anticuerpos anti-FcyRI especificos Utiles en esta invencion son mAb 22, mAb 32,
mAb 44, mAb 62 y mAb 197.. En otras formas de realizacién, el anticuerpo receptor anti-Fcy es una forma
humanizada del mAb 22 (H22). La produccion y caracterizacion del anticuerpo H22 se describe en Graziano, RF et
al. (1995) J. Immunol. 155 (10) :4996-5002 y el documento WO 94/10332. la linea celular que produce el anticuerpo
H22 fue depositado en American Type Culture Collection el 4 de noviembre de 1992 bajo la denominacion
HA022CL1 y tiene el numero de acceso CRL 11177.

En todavia otras realizaciones preferentes, la especificidad de unién para un receptor Fc es proporcionada por un
anticuerpo que se une a un receptor IgA humano, por ejemplo, un receptor Fca (Fcal (CD89)), cuya unidn
preferentemente no es bloqueada por la inmunoglobulina A humana (IgA). El término "receptor de IgA" pretende
incluir el producto génico de un gen a (FcaRl) localizado en el cromosoma 19. Este gen es conocido por codificar
varias isoformas transmembrana alternativamente empalmadas de 55 a 110 kDa. FcaRI (CD89) se expresa
constitutivamente en monocitos / macréfagos, granulocitos eosinofilicos y neutrofilicos, pero no en poblaciones de
células no efectoras. FcaRl tiene afinidad para tanto IgA1 y IgA2, que se incrementa con la exposicion a citocinas tal
como G-CSF o GM-CSF (Morton, HC et al. (1996) Critical Reviews in Immunology 16:423-440). Cuatro anticuerpos
monoclonales FcaRI especificos, identificados como A3, A59, A62 y A77, que se unen a FcaRI fuera del dominio de
union a ligando IgA, han sido descritos (Monteiro, R.C. et al. (1992) J. Immunol. 148:1764).
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FcaRl, FcyRI, FcyRIl y FeyRIll, especialmente FcyRIl y FcyRIll, son receptores activadores preferentes para su uso
en la invencion porque (1) se expresan principalmente en las células efectoras inmunes, por ejemplo, monocitos,
PMN, macrofagos y células dendriticas; (2) se expresan en niveles altos (por ejemplo, 5.000-100.000 por célula); (3)
son mediadores de las actividades citotoxicas (por ejemplo, ADCC, fagocitosis); y (4) median presentacion de
antigenos mejorados de antigenos, incluyendo antigenos propios, dirigidos a los mismos.

Si bien se prefieren anticuerpos monoclonales humanos, otros anticuerpos que pueden ser empleados en las
moléculas biespecificas o multiespecificas de la invencion son anticuerpos murinos, quiméricos y humanizados
monoclonales. Tales anticuerpos monoclonales murinos, quiméricos y humanizados se pueden preparar por
procedimientos conocidos en la técnica. Las moléculas multiespecificas y biespecificas de la descripcion se pueden

fabricar utilizando técnicas quimicas (véase por ejemplo, DM Kranz et al. (1981) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU.
78:5807), técnicas de "polidoma" (véase US 4.474.893), o técnicas de ADN recombinante.

Cuando las especificidades de unidén son anticuerpos, los mismos pueden conjugarse a través de la union de
sulfhidrilo de las regiones bisagra del extremo terminal C de las dos cadenas pesadas. En una realizacion
particularmente preferente, la region bisagra se modifica para contener un ndmero impar de residuos sulfhidrilo,
preferentemente uno, antes de la conjugacion.

Alternativamente, ambas especificidades de union pueden codificarse en el mismo vector y expresarse y
ensamblarse en la misma célula huésped. Este procedimiento es particularmente atil cuando la molécula
biespecifica y multiespecifica es un mAb x mAb, mAb x Fab, Fab x F(ab')2 o proteina de fusion Fab X ligando. Una
molécula biespecifica y multiespecifica de la invencién, por ejemplo, una molécula biespecifica puede ser una
molécula de cadena simple, tal como un anticuerpo biespecifico de cadena simple, una molécula biespecifica de
cadena simple que comprende un anticuerpo de cadena simple y un determinante de unién, o una molécula
biespecifica de cadena simple que comprende dos determinantes de unién. Las moléculas multiespecificas y
biespecificas también pueden ser moléculas de cadena simple o pueden comprender al menos dos moléculas de
cadena simple. Los procedimientos para preparar moléculas bi y multiespecificas se describen por ejemplo en US
5,260,203; US 5,455,030; US 4,881,175; US 5,132,405; US 5,091,513; US 5,476,786; US 5,013,653; US 5.258.498;
y US 5.482.858.

La union de las moléculas biespecificas y multiespecificos a sus objetivos especificos pueden confirmarse por un
ensayo de inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA ), un radioinmunoensayo (RIA ), analisis de FACS, un
bioensayo (por ejemplo, inhibicion del crecimiento ), o un Ensayo Western Blot. Cada uno de estos ensayos
generalmente detecta la presencia de complejos de proteina-anticuerpo de interés particular empleando un reagente
etiguetado (por ejemplo, un anticuerpo) especifico para el complejo de interés. Por ejemplo, los complejos
FcR-anticuerpo pueden ser detectados utilizando por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo unido a
enzimas que reconoce y se une especificamente a los complejos anticuerpo - FcR. Alternativamente, los complejos
pueden ser detectados utilizando cualquiera de una variedad de otros inmunoensayos. Por ejemplo, el anticuerpo
puede ser etiquetado radiactivamente y utilizado en un radioinmunoensayo (RIA) (véase, por ejemplo, Weintraub, B.,
Principles of Radioimmunoassays, Seventh Training Course on Radioligand Assay Techniques, The Endocrine
Society, marzo de 1986). El is6topo radiactivo puede detectarse por medios tales como el uso de un contador y o un
contador de centelleo o por autorradiografia.

Marco de anticuerpo humanizado

No siempre es deseable utilizar anticuerpos no humanos para la terapia humana, puesto que los epitopos "foraneos"
no humanos pueden provocar respuesta inmune en el individuo que debe ser tratado. Para eliminar o minimizar los
problemas asociados con los anticuerpos no humanos, es deseable disefiar derivados de anticuerpos quiméricos, es
decir, moléculas de anticuerpo "humanizadas" que combinan determinantes de unién a la regién variable de Fab no
humana con una regién constante humana (Fc). Tales anticuerpos se caracterizan por especificidad de antigeno
equivalente y afinidad de los anticuerpos monoclonales y policlonales descritos mas arriba, y son menos
inmunogénicos cuando se administran a seres humanos, y por lo tanto, mas propensos a ser tolerados por el
individuo que debe ser tratado.

Por consiguiente, en una realizacion el polipéptido de union tiene un dominio de unién portado en un marco de
anticuerpo humanizado, también llamado un anticuerpo humanizado.

Los anticuerpos humanizados son, €n general, anticuerpos quiméricos que comprenden regiones derivadas de un
anticuerpo humano y regiones derivadas de un anticuerpo no humano, tal como un anticuerpo de roedor.
Humanizacién (también llamada remodelacion o injerto de CDR) es una técnica bien establecida para reducir la
inmunogenicidad de anticuerpos monoclonales (mAb) a partir de fuentes xenogénicas (comunmente roedores),
incrementando la homologia con una inmunoglobulina humana, y para mejorar su activacion del sistema inmune
humano. Por lo tanto, los anticuerpos humanizados son tipicamente anticuerpos humanos en los que algunos
residuos de CDR y posiblemente algunos residuos marco estan sustituidos por residuos de sitios analogos en
anticuerpos de roedores.

Es importante que los anticuerpos humanizados conserven alta afinidad para el antigeno y otras propiedades
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biolégicas favorables. Para lograr este objetivo, de acuerdo a un procedimiento preferido, los anticuerpos
humanizados se preparan mediante un proceso de analisis de las secuencias parentales y diversos productos
humanizados conceptuales utilizando modelos tridimensionales de las secuencias humanizadas y parentales. Los
modelos de inmunoglobulina tridimensionales estan cominmente disponibles y son familiares para los expertos en la
técnica. Los programas informaticos disponibles que ilustran y muestran las probables estructuras conformacionales
tridimensionales de secuencias de inmunoglobulinas candidatas seleccionadas. La inspeccion de estas
presentaciones permite el analisis del papel probable de ciertos residuos en el funcionamiento de la secuencia de
inmunoglobulina candidata, es decir, el analisis de residuos que influyen en la capacidad de la inmunoglobulina
candidata para unirse a su antigeno. De esta manera, los residuos de FR se pueden seleccionar y combinar a partir
de las secuencias de importacion y receptoras de manera que la caracteristica del anticuerpo deseado, tal como un
incremento en la afinidad para el/los antigeno/s objetivo, se maximice, a pesar de que son los residuos de CDR los
que afectan directamente y mucho mas sustancialmente la unién al antigeno.

Un procedimiento para humanizar MAbs relacionados con la produccién de anticuerpos quiméricos en los que un
sitio de union a antigeno que comprende los dominios variables completos de un anticuerpo estan fusionados a los
dominios constantes derivados de un segundo anticuerpo, preferentemente un anticuerpo humano. Los
procedimientos para llevar a cabo tales procedimientos de quimerizacion se describen por ejemplo en los
documentos EP-A-0 120 694 (Celltech Limited), EP-A-0 125 023 (Genentech Inc.), EP-A-0 171 496 (Res. Dev. Corp.
Japan), EP-A-0173494 (Stanford University) y EP-A-0 194 276 (Celltech Limited). Una forma mas compleja de
humanizacién de un anticuerpo implica el re-disefio del dominio de regién variable de modo que los aminoacidos que
constituyen el sitio de unién del anticuerpo no humano se integran en el marco de una regioén variable de anticuerpo
humano (Jones et al., 1986).

El anticuerpo humanizado de la presente invencidon puede fabricarse por cualquier procedimiento capaz de
reemplazar de al menos una porcién de una CDR de un anticuerpo humano con una CDR derivada de un anticuerpo
no humano. Winter describe un procedimiento que se puede usar para preparar los anticuerpos humanizados de la
presente invencion (Solicitud de patente del Reino Unido GB 2188638A, presentada el 26 de marzo, 1987). Las CDR
humanas pueden ser reemplazadas con CDR no humanas utilizando mutagénesis dirigida al sitio de oligonucleétidos
como se describe en los siguientes ejemplos.

Como ejemplo el anticuerpo humanizado de la presente invencion puede fabricarse como se describe en la breve
explicacion a continuacion. Los anticuerpos humanizados de la presente invencién se pueden producir mediante el
siguiente proceso:

(a) construir, mediante técnicas convencionales, un vector de expresion que contiene un operdn con una secuencia
de ADN que codifica una cadena pesada de anticuerpo en la que las CDR y tales partes minimas de la region de
marco de dominio variable que se requieren para retener la especificidad de unién de anticuerpos se obtienen de
una inmunoglobulina no humana, y las partes restantes de la cadena de anticuerpo se obtienen de una
inmunoglobulina humana, produciendo de este modo el vector de la invencion;

(b) construir, mediante técnicas convencionales, un vector de expresion que contiene un operdn con una secuencia
de ADN que codifica una cadena liviana de anticuerpo complementario en el que las CDRs y tales porciones
minimas de la region marco de dominio variable que se requieren para mantener la especificidad de union del
anticuerpo donante se obtienen de una inmunoglobulina no humana, y las partes restantes de la cadena de
anticuerpo se obtienen de una inmunoglobulina humana, produciendo de este modo el vector de la invencion;

(c) transfectar los vectores de expresion en una célula huésped por técnicas convencionales para producir la célula
huésped transfectada de la invencion; y

(d) cultivar la célula transfectada mediante técnicas convencionales para producir el anticuerpo humanizado de la
invencion.

La célula huésped puede ser co-transfectada con los dos vectores de la invencién, conteniendo el primer vector un
operon que codifica una cadena ligera derivada de polipéptido y conteniendo el segundo vector un operén que
codifica una cadena pesada derivada de un polipéptido. Los dos vectores contienen diferentes marcadores de
deteccion, pero de otra manera, aparte de las secuencias codificadoras de cadena liviana y pesada de anticuerpo,
son preferentemente idénticos, para garantizar, en la medida de lo posible, la igualdad de expresion de los
polipéptidos de cadena liviana y pesada. Alternativamente, un vector simple puede ser utilizado, incluyendo el vector
secuencias que codifican polipéptidos de cadena liviana y pesada. Las secuencias codificantes para las cadenas
pesada y liviana pueden comprender ADNc o ADN gendmico o.

La célula huésped utilizada para expresar el anticuerpo alterado de la invencién puede ser una célula bacteriana tal
como E. coli, o una célula eucariota. En particular, se puede utilizar una célula de mamifero de un tipo bien definido
para este propdsito, tal como una célula de mieloma o una célula de ovario de hamster chino.

Los procedimientos generales por los que los vectores de la invencién se pueden construir, los procedimientos de
transfeccion requeridos para producir la célula huésped de la invencién y los procedimientos de cultivo necesarios
para producir el anticuerpo de la invencion a partir de tales células huésped son todos técnicas convencionales. Del
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mismo modo, una vez producidos, los anticuerpos humanizados de la invencién pueden purificarse de acuerdo a los
procedimientos estandar como se describe a continuacion.

Marco de anticuerpo humano

En una realizacion mas preferente la invencion se refiere a un polipéptido de unién, en el que el dominio de unién es
portado por un marco de anticuerpo humano, es decir, en el que los anticuerpos tienen un mayor grado de
secuencias peptidicas humanas que los anticuerpos humanizados.

Los anticuerpos humanos mAb dirigidos contra proteinas humanas pueden ser generados utilizando ratones
transgénicos que portan el sistema inmunoldgico humano completo en lugar del sistema de ratén. Los esplenocitos
de estos ratones transgénicos inmunizados con el antigeno de interés se usan para producir hibridomas que
secretan mAb humanos con afinidades especificas para epitopos de una proteina humana (véase, por ejemplo,
Wood et al. Solicitud Internacional WO 91/00906, Kucherlapati et al. PCT publication WO 91/10741; Lonberg et al.
Solicitud Internacional WO 92/03918; Kay et al. Solicitud Internacional 92/03917; Lonberg, N. et al. 1994 Nature
368:856-859; Green, L. L. et al. 1994 Nature Genet. 7:13-21; Morrison, S. L. et al. 1994 Proc. Natl. Acad. Sci. USA
81:6851-6855; Bruggeman et al. 1993 Year Immunol 7:33-40; Tuaillon et al. 1993 PNAS 90:3720-3724; Bruggeman
et al. 1991 Eur J Immunol 21:1323-1326).

Tales ratones transgénicos estan disponibles en Abgenix, Inc., Fremont, Calif., y Medarex, Inc., Annandale, N.J. Se
ha descrito que la delecion homocigota del gen de la regién que se une a la cadena del anticuerpo (IH) en ratones
mutantes de linea germinal y quiméricos da como resultado la completa inhibicién de la produccion de anticuerpos
enddgenos. La transferencia del arreglo génico de inmunoglobulina de linea germinal humano en tales ratones
mutantes de linea germinal resultara en la produccion de anticuerpos humanos tras la exposicién al antigeno. Véase,
por ejemplo, Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:2551 (1993); Jakobovits et al., Nature 362:255-258
(1993); Bruggermann et al., Year in Immunol. 7:33 (1993); y Duchosal et al. Nature 355:258 (1992). Los anticuerpos
humanos también se pueden obtener de bibliotecas de expresion de fagos s (Hoogenboom et al., J. Mol. Biol. 227:
381 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol. 222:581-597 (1991); Vaughan, et al., Nature Biotech 14:309 (1996)).

Los inventores de esta solicitud han planteado anticuerpos contra varias partes del receptores de dominio Vps10p.
En una realizacion, la presente invencion esta dirigida a anticuerpos contra la caracteristica comun de esta familia de
receptores - el dominio Vps10p.

Tabla1: Anticuerpos contra receptores de dominio Vps10p

Receptor Nombre /Antigeno Especies |Western|H/IC |Ref.
SorLA SORLA cabra Dominio extracelular cabra X X Schmidt et. al.,
J.Biol.Chem.
282:32956-67, 2007
Hale SORLA Dominio citoplasmico conejo X
SORLA LA Repeticion del tipolconejo X

complementaria

Sol SORLA Dominio extracelular conejo X X /Andersen et al.,
PNAS103:13461-6, 2005

Cola SORLA Dominio citoplasmico conejo X

SORLA VPS Dominio VPS10p conejo X

#606870 Secuencia peptidica en elconejo X

dominio Vps10p

#642739 C-terminal conejo X

#643739 Cola citoplasmica conejo X

20C11 Dominio extracelular raton X X

AG4 Dominio extracelular raton X

Sortilina #5264 Dominio extracelular conejo X X Munck Petersen et al,

EMBO J. 18 :595-604,
1999
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#5448 Dominio citoplasmico conejo X Jansen et al, Nature
Neuro SCi.
10 :1449 - 1457, 2007

#5287 Dominio citoplasmico conejo X

CP 96 334 propéptido Conejo X Munck Petersen et al,
EMBO J. 18 :595-604,

SR 96 204 1999

#5438 \Vps10p conejo X

Sortilina cabra /Laika |Dominio extracelular cabra X

F9 Dominio extracelular ratén X

F11 Dominio extracelular ratén X

AF2934 Dominio extracelular cabra X R&D Systems, Jansen et
at, Nature Neurosci.
10 :1449- 1457, 2007

IAF3154 Dominio extracelular cabra X R&D Systems; Jansen et
al, Nature Neurosci.
10 :1449- 1457, 2007

anti-NTR3 Dominio extracelular ratén X BD Transduction|
Laboratories,

IANT-009 Dominio extracelular raton X IAlomone Labs; Nykjaen
et at, Nature
427 :843-848, 2004

SorCS1  |AF3457 Dominio extracelular cabra X BD Transduction

Laboratories

SorCS1 cabra Dominio extracelular cabra X

L-SorCS1 Dominio extracelular conejo X Hermey et at,
J.Biol.Chem.
279:50221-50229, 2003

Leu-SorCS1 Dominio rico en leucina  [conejo X Hermey et at,
J.Biol.Chem.
279:50221- 50229, 2003

#5466 Dominio extracelular conejo X

1D Dominio extracelular ratéon X

4H Dominio extracelular ratén X

6B Dominio extracelular ratéon X

4A Dominio extracelular ratéon X

SorCS2  |AF4237 Dominio extracelular oveja X BD Transduction

Laboratories

SorCS2 cabra Dominio extracelular cabra X

#5422 Dominio extracelular conejo X Hermey et al, Biochem.

J., 395:285-93, 2006
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#5431 Aminoacidos del terminalconejo
C 28
SorCS2-prp propéptido conejo Schousboe  Sjoegaard,
Dissertation, Aarhus
University, 2005
Ml Dominio extracelular raton Roland Hoist, Master of
Science Thesis, Aarhus
University, 2006
M3 Dominio extracelular raton Roland Hoist, Master of
Science Thesis, Aarhus
University, 2006
M4 Dominio extracelular ratéon Roland Hoist, Master of
Science Thesis, Aarhus
University, 2006
M7 Dominio extracelular ratéon Roland Hoist, Master of
Science Thesis, Aarhus
University, 2006
M9 Dominio extracelular raton Roland Hoist, Master of
Science Thesis, Aarhus
University, 2006
M10 Dominio extracelular raton Roland Hoist, Master of
Science Thesis, Aarhus
University, 2006
M13 Dominio extracelular raton Roland Hoist, Master of
Science Thesis, Aarhus
University, 2006
M15 Dominio extracelular raton Roland Hoist, Master of
Science Thesis, Aarhus
University, 2006
M18 Dominio extracelular raton Roland Hoist, Master of
Science Thesis, Aarhus
University, 2006
M19 Dominio extracelular ratéon Roland Hoist, Master of
Science Thesis, Aarhus
University, 2006
S21 Dominio extracelular ratéon Roland Hoist, Master of
Science Thesis, Aarhus
University, 2006
SorCS2-GST-73aa Dominio extracelular conejo
SorCS2-GST-100aa  |Dominio extracelular conejo
SorCS2-GST-172aa  |Dominio extracelular conejo
SorCS3  [SorCS3-N Dominio extracelular conejo
SorCS3-C 15 aminoéacidos delconejo
terminal C
Sort3 N Term #5389  |Dominio terminal N conejo Westergaard et al, FEBS|

Lett. 579:1172-6, 2005
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#5432 Dominio extracelular conejo X X

MAB3067 Dominio extracelular raton X BD Transduction
Laboratories

MAB30671 Dominio extracelular raton X BD Transduction|
Laboratories

IAF3326 Dominio extracelular cabra X BD Transduction
Laboratories

SorCS3 cabra Dominio extracelular cabra X

En una realizacion, el agente de la descripcién es un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en anticuerpos
TrpV1 detallados en la Tabla 2.

Tabla 2:Anticuerpos contra los receptores TrpV1

Receptor Nombre |Antigeno Especie Western IH/IC Ref.
TrpV1 Ab10296 [Dominio extracelular Conejo X X IAbcam
IAb72142 [Dominio extracelular Conejo X X IAbcam
Ab72173 [Dominio extracelular Conejo X X IAbcam
IAb3487 Dominio extracelular Conejo X X IAbcam
IAF3066  [Dominio extracelular Cabra X X R&D Systems
Sc20813 |Dominio extracelular Conejo X X Santa Cruz
Biotechnology
Sc12400 |Dominio extracelular Cabra X X Santa Cruz
Biotechnology
Sc12498 | Dominio extracelular Cabra X X Santa Cruz
Biotechnology
Sc28759 |Dominio extracelular conejo X X Santa Cruz
Biotechnology

En otra realizacion, el agente de la descripcion es un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en anticuerpos
TrkA detallados en la tabla 3.

Tabla 3: Anticuerpos contra TrkA

Receptor Nombre |Antigeno Especie Western IH/IC  |Ref.

TrkA 250893 Dominio extracelular Conejo X X ABBIOTEC
Ab43416 [Dominio extracelular Ratén X X IAbcam
Ab72122  |Dominio extracelular Conejo X X IAbcam
Ab8871 Dominio extracelular Conejo X X IAbcam
Ab36961 |Dominio extracelular Conejo X X IAbcam
Ab72162 |Dominio extracelular Conejo X X IAbcam
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AB72160 [Dominio extracelular conejo X X IAbcam

Sc20539 |Dominio extracelular Cabra X X Santa Cruz
Biotechnoly

Sc14024 |Dominio extracelular Conejo X X Santa Cruz
Biotechnoly

Sc80961 |Dominio extracelular Ratén X X Santa Cruz
Biotechnoly

Sc20537 |Dominio extracelular cabra X X Santa Cruz
Biotechnoly

Sc80398  |Dominio extracelular ratéon X X Santa Cruz
Biotechnoly

Sc80399  |Dominio extracelular ratéon X X Santa Cruz
Biotechnoly

MAB175 |Dominio extracelular Raton X X R&D systems

AF175 Dominio extracelular cabra X X R&D systems

MAB1751 |Dominio extracelular Raton X X R&D systems

IAF1056 Dominio extracelular Cabra X X R&D systems

BAF1056 |Dominio extracelular Cabra X X R&D systems

MAB1056 |Dominio extracelular raton X X R&D systems

Uso genérico de un anticuerpo para inhibir la union de un ligando

Un anticuerpo se une fuertemente a una molécula diana particular, de este modo, ya sea inactivando la misma
directamente o marcan la misma para su destruccion. El anticuerpo reconoce su objetivo (antigeno) con una notable
especificidad y fuerza dictada por la suma de muchas fuerzas quimicas, incluyendo enlaces de hidrégeno, y fuerzas
de van der Waals e hidrofobicas, asi como interacciones idnicas. En general, cuanto mas complejo sea el objetivo
quimicamente, mas inmunogénico sera el mismo. El determinante antigénico puede abarcar tramos de aminoacidos
lineales cortos o un moédulo de proteina en tres dimensiones mas complicado.

Procedimientos para preparar anticuerpos

Los anticuerpos monoclonales y policlonales dirigidos contra un antigeno especifico, o epitopo de un antigeno, se
pueden producir de acuerdo a procedimientos estandar (véase por ejemplo, anticuerpos - Antibodies - A laboratory
Manual by Ed Harlow y David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory 1998, ISBN 0-87969-314-2). El procedimiento
para la posterior generacion de anticuerpos humanizados o fragmentos del mismo también se ha descrito (por
ejemplo A. M. Scott et al, Cancer Research 60:3254-3261, 2000; A. Nissim y Y. Chernajovsky, Handb. Exp.
Pharmacol. 181:3-18, 2008; A. Mountain y J. R. Adair, Biotechnol. Genet. Eng. Rev. 10:1-142, 1992).

Expectativas generales de éxito en la fabricacion de anticuerpos

Es posible generar anticuerpos contra cualquier motivo de péptido o polipéptido de los receptores que forman el
complejo de sefializacion de dolor que la presente invencion establece para inhibir. Los anticuerpos se pueden
generar utilizando oligopéptidos sintéticos cortos que abarcan el epitopo objetivo deseado. Por lo tanto, se garantiza
que se pueden generar los anticuerpos contra estos sitios de unién de ligando sobre los receptores. El hecho de que
las especies de anticuerpos individuales tienen el potencial de inhibir la unién al ligando o no, simplemente depende
del hecho de que la afinidad de la inmunoglobulina para el receptor exceda aquella del ligando. Al final, es una
cuestion de deteccion del potencial inhibidor de una serie de anticuerpos individuales para encontrar uno con las
propiedades deseadas.

Los ensayos de deteccion de anticuerpos inhibidores son de conocimiento comun y normalmente implican un ensayo
inmunosorbente ligado a la enzima (ELISA). En detalle, el receptor o un fragmento recombinante que abarca su
motivo de union a ligando se inmoviliza en pocillos duplicados de placas de microtitulacion. Posteriormente, los
pocillos se incuban con una solucién que contiene el ligando. La unién del ligando al receptor inmovilizado se
confirma utilizando un anticuerpo que reconoce el ligando y que es acoplado con una reaccién de color de tinte. La
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union del ligando al receptor se prueba en presencia de diversos anticuerpos para identificar las especies de
inmunoglobulina que bloguean la unién del ligando al receptor y por lo tanto prevenir la reaccion de color en la
respectiva placa de microtitulacion.

Uso clinico exitoso de anticuerpos

Un numero de anticuerpos terapéuticos estan en uso clinico. Los ejemplos incluyen Rituxan de Genentech, un
anticuerpo dirigido contra el receptor CD20 (utilizado en la artritis reumatoide), Johnson & Johnson Remicade, un
anticuerpo dirigido contra el receptor de TNF alfa (en la psoriasis), Avastin de Roche, un anticuerpo anti-VEGF
utilizado para el tratamiento de cancer colorrectal y cancer de pulmoén, asi como Herceptin, un anticuerpo contra el
receptor de HRE2 usado en la terapia del cancer de mama.

La evaluacion de la union a un receptor es trabajo de rutina para la persona experta en el campo técnico. A este
respecto, tiene que ser mencionado que las pro- neurotrofinas, asi como la familia de receptores de dominio Vps10p
se conocian en la fecha de prioridad de esta invencion y los ensayos de unién que implican por ejemplo
pro-neurotrofinas se ha mencionado en la técnica anterior, por ejemplo en el articulo de Lee et al (2001 ), Science
294:1945-1948 .

Por consiguiente, en una realizacién de la descripcion el al menos un agente es un anticuerpo que esta dirigido
contra una parte extracelular de un receptor de dominio Vps10p.

En otra realizacion el agente es un anticuerpo dirigido contra una parte intracelular del receptor de dominio Vps10p.
En aun otra realizacion de la descripcion el anticuerpo esta dirigido contra el receptor Trpv.
En otra realizacion de la descripcion el anticuerpo esta dirigido contra el receptor TrkA .

En realizacion una de la descripcion dicho anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en: anticuerpos
policlonales, anticuerpos monoclonales, anticuerpos humanizados, anticuerpos de cadena simple anticuerpos
recombinantes.

En una realizacién la descripcion se refiere a un inmunoconjugado que comprende el anticuerpo como se define en
la presente memoria mas arriba y un conjugado seleccionado del grupo que consiste en: un agente citotoxico tal
como un agente quimioterapéutico, una toxina, o un is6topo radioactivo; un miembro de un par de unién especifica,
tal como avidina o estreptavidina o un antigeno.

Procedimientos de deteccion de agentes/antagonistas/inhibidores del complejo del receptor de dominio Vps10p :
receptor Trpv

La descripcion proporciona dianas especificas y procedimientos para detectar y evaluar agentes candidatos capaces
de unirse a una entidad del complejo binario del receptor de dominio Vps10p : receptor Trpv, y/o complejo ternario
del receptor de dominio Vps10p : TrkA : receptor Trpv inhibiendo de ese modo la formacion de dicho complejo, para
la preparacion de un medicamento para el tratamiento del dolor en un mamifero.

Si bien la deteccién de un gran numero de péptidos para una cierta actividad fisiolégica puede ser una tarea
laboriosa, las descripciones exactas del ensayo en la presente memoria que deben llevarse a cabo permiten a la
persona experta reproducir la descripcion sin carga indebida de experimentacion y sin necesidad de habilidad
inventiva.

Con este fin las bibliotecas de deteccion de agentes candidatos estan disponibles para su compra en el mercado. Si
una biblioteca es una biblioteca de péptidos o una biblioteca quimica no tiene ningun impacto en la situacién actual
ya que la deteccion de bibliotecas quimicas es también el trabajo de rutina. De hecho la deteccion de bibliotecas
quimicas es un servicio ofrecido por las empresas comerciales, y se desprende de su material de presentacion
(Véase, por ejemplo http://www.analyticon.com/) que no tienen en cuenta el trabajo de deteccion como inventivo.

En un aspecto la descripcion se refiere a un procedimiento in vitro para detectar el agente como se define en la
presente memoria mas arriba, donde dicho procedimiento comprende las etapas de:

i. proporcionar un receptor de dominio Vps10p y un receptor Trpv, o
ii.  proporcionar un receptor de dominio Vps10p y un receptor Trpv y un receptor TrkA, y
iii. proporcionar una biblioteca de agentes potenciales, y

iv. proporcionar un ensayo para medir la union de una primera entidad receptor de dominio Vps10p a una
segunda entidad receptor Trpv, o

V. proporcionar un ensayo para medir la unién de una primera entidad receptor Trpv a una segunda entidad
receptor de dominio Vps10p, o
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Vi. proporcionar un ensayo para medir la uniéon de una primera entidad receptor Trpv a una segunda entidad
(receptor de dominio Vps10p : receptor TrkA) complejo binario, o

Vii. proporcionar un ensayo para medir la uniéon de una primera entidad complejo binario (receptor de dominio
Vps10p : receptor TrkA) a una segunda entidad receptor Trpv, o

viii. proporcionar un ensayo para medir la unién de una primera entidad receptor de dominio Vps10p a una
segunda entidad complejo binario (TrpV : receptor TrkA), o

ix. proporcionar un ensayo para medir la unién de una primera entidad complejo binario (TrpV : receptor TrkA) a
una segunda entidad receptor de dominio Vps10p, o

X. proporcionar un ensayo para medir la unién de una primera entidad receptor TrkA a una segunda entidad
complejo binario (TrpV : receptor de dominio Vps10p), o

Xi. proporcionar un ensayo para medir la union de una primera entidad complejo binario (TrpV : receptor de
dominio Vps10p) a una segunda entidad receptor TrkA, y

Xii. afiadir la biblioteca de agentes potenciales que deben ser ensayados al ensayo seleccionado de iv a xi, y
xiii.  determinar la cantidad de dicha primera entidad respecto de dicha segunda entidad, y

xiv.  comparar la cantidad determinada en la etapa xiv) con una cantidad medida en ausencia del agente que debe
ser ensayado,

XV. en el que la diferencia en las dos cantidades identifica un agente que altera la unién de la primera entidad a la
segunda entidad.

En otro aspecto la invencion se refiere a un procedimiento para determinar el grado de inhibicion de un agente de la
invencion, sobre la actividad de un receptor de dominio Vps10p en un cultivo celular que expresa dicho receptor, en
el que dicho receptor de dominio Vps10p comprende una secuencia de aminoacidos que tienen al menos 60% de
identidad de secuencia respecto de SEC ID NO. 1, SEC ID NO. 2, SEC ID NO. 3, SEC ID NO. 4 o SEC ID NO. 5,
comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

a. proporcionar un cultivo celular que expresa un receptor de dominio Vps10p, y

b. proporcionar un agonista del receptor de dominio Vps10p, y

C. proporcionar una biblioteca de agentes potenciales, y

d. proporcionar un ensayo para la determinacién de la unién a, internalizacion de y sefializacion a través de, un

receptor de dominio Vps10p, comprendiendo dicho ensayo

e. afiadir la biblioteca de agentes potenciales que deben ser ensayados c) al cultivo celular a), en presencia del
agonista b), y

f. determinar
i. la cantidad de agente unido al receptor de dominio Vps10p, y/o
iv. la cantidad de agente internalizado por el receptor de dominio Vps10p, y/o
v. el grado de sefializacion a través del receptor de dominio Vps10p, y

g. comparar la cantidad determinada en la etapa f) con una cantidad medida en ausencia de los agentes que deben
ser ensayados,

h. en el que la diferencia en las dos cantidades identifica un agente
i. capaz de la union a un receptor de dominio Vps10p, y/o
iv. capaz de inhibir la sefializacién a través de un receptor de dominio Vps10p, y/o
v. capaz de inhibir la internalizacion de un agonista de dicho receptor de dominio Vps10p.

En aun otro aspecto la descripcion se refiere a un procedimiento para determinar el grado de inhibiciéon de un agente
de la descripcion como se define en la presente memoria mas arriba, sobre la actividad de un receptor Trpv en un
cultivo celular que expresa dicho receptor, en el que dicho receptor Trpv comprende una secuencia de aminoacidos
que tienen al menos 70% de identidad de secuencia respecto de SEC ID NO. 6, SEC ID NO. 7, SEC ID NO. 8 o SEC
ID NO. 9, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:
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a. proporcionar un cultivo celular que expresa un receptor Trpv, y

b. proporcionar un agonista del receptor Trpv, y

C. proporcionar una biblioteca de agentes potenciales, y

d. proporcionar un ensayo para la determinacion de la unién a un receptor Trpv, comprendiendo dicho ensayo

e afadir la biblioteca de agentes potenciales que deben ser ensayados c) al cultivo celular a), en presencia del

agonista b), y
f. determinar la cantidad de agente unido al receptor Trpv y

g. comparar la cantidad determinada en la etapa f) con una cantidad medida en ausencia del agente que debe
ser ensayado,

h. en el que la diferencia en las dos cantidades identifica un agente capaz de unirse a un receptor Trpv.

En otro aspecto la descripcion se refiere a un procedimiento para determinar el grado de inhibicion de un agente
como se define en la presente memoria mas arriba sobre la actividad de un receptor TrkA en un cultivo celular que
expresa dicho receptor, en el que dicho receptor TrkA comprende una secuencia de aminoacidos que tienen al
menos 70% de identidad de secuencia respecto de SEC ID NO. 10, comprendiendo dicho procedimiento las etapas
de:

a.  proporcionar un cultivo celular que expresa un receptor TrkA, y

b.  proporcionar un agonista del receptor TrkA, y

c.  proporcionar una biblioteca de agentes potenciales, y

d. proporcionar un ensayo para la determinacion de la unién a un receptor TrkA, comprendiendo dicho ensayo

e. afadir la biblioteca de agentes potenciales que deben ser ensayados c) al cultivo celular a), en presencia del
agonista b), y

f. determinar la cantidad de agente unido al receptor TrkA 'y

g. comparar la cantidad determinada en la etapa f) con una cantidad medida en ausencia del agente que debe ser
ensayado, en el que la diferencia en las dos cantidades identifica un agente capaz de unirse a un receptor TrkA.

En un aspecto adicional la descripcion se refiere a un procedimiento para determinar el grado de inhibicién de un
agente como se define en la presente memoria mas arriba sobre la actividad de un receptor de dominio Vps10p en
un cultivo celular que expresa dicho receptor y con un cultivo celular que carece de la expresion de dicho receptor,
comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

a.  proporcionar un cultivo celular que expresa un receptor de dominio Vps10p, y

b.  proporcionar un cultivo celular que no expresa un receptor de dominio Vps10p, y

c. opcionalmente proporcionar un cultivo celular que sobreexpresa un receptor de dominio Vps10p
d. proporcionar un agonista para la sensacion de dolor del receptor de dominio Vps10p, y

e.  proporcionar una biblioteca de agentes potenciales, y

f. proporcionar un primer ensayo que comprende a) y un segundo ensayo que comprende b) y opcionalmente un
tercer ensayo que comprende c), y

g. afadir la biblioteca de agentes potenciales que deben ser ensayados a los tres ensayos, y
h.  determinar

i. la cantidad de agente unido al receptor de dominio Vps10p, y/o

iv. la cantidad de agente internalizado por el receptor de dominio Vps10p, y/o

v. el grado de sefializacion a través del receptor de dominio Vps10p, y

i. comparar la cantidad de agente determinada en la etapa g) utilizando a) con la cantidad determinada en g)
utilizando b) y la cantidad determinada en g) utilizando c),
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j. en el que la diferencia en las cantidades identifica un agente capaz de
i. unirse a un receptor de dominio Vps10p, y/o
ii. inhibir la sefalizacion a través de un receptor de dominio Vps10p, y/o
iii. inhibir la internalizacion de un agonista de dicho receptor de dominio Vps10p.

En aun otro aspecto la descripcion se refiere a un procedimiento para determinar el grado de inhibicion de un agente
como se define en la presente memoria mas arriba sobre la actividad de un receptor Trpv en un cultivo celular que
expresa dicho receptor y con un cultivo celular que carece de la expresion de dicho receptor, comprendiendo dicho
procedimiento las etapas de:

a) proporcionar un cultivo celular que expresa un receptor Trpv, y

b) proporcionar un cultivo celular que no expresa un receptor Trpv, y

c) opcionalmente proporcionar un cultivo celular que sobreexpresa a trpV receptor
d) proporcionar un agonista del receptor Trpv, y

e) proporcionar una biblioteca de agentes potenciales, y

f) proporcionar un primer ensayo que comprende a) y un segundo ensayo que comprende b) y opcionalmente un
tercer ensayo que comprende c), y

g) afnadir la biblioteca de agentes potenciales que deben ser ensayados a los tres ensayos, y determinar
i. la cantidad de agente unido al receptor Trpv, y/o
ii. el grado de sefializacion a través del receptor Trpv, y

h) comparar la cantidad de agente determinada en la etapa h) utilizando a) con la cantidad determinada en h)
utilizando b) y la cantidad determinada en g) utilizando c),

i) en el que la diferencia en las cantidades identifica un agente capaz de unirse a un receptor Trpv, y/o inhibir la
sefalizacion a través de TrpV.

En un aspecto adicional la descripcion se refiere a un procedimiento para determinar el grado de inhibicién de un
agente como se define en la presente memoria mas arriba sobre la actividad de un receptor TrkA en un cultivo
celular que expresa dicho receptor y con un cultivo celular que carece de la expresion de dicho receptor,
comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

a. proporcionar un cultivo celular que expresa un receptor TrkA, y

b. proporcionar un cultivo celular que no expresa un receptor TrkA, y

c. opcionalmente proporcionar un cultivo celular que sobreexpresa un receptor TrkA
d. proporcionar un agonista del receptor TrkA, y

e. proporcionar una biblioteca de agentes potenciales, y

f. proporcionar un primer ensayo que comprende a) y un segundo ensayo que comprende b) y opcionalmente un
tercer ensayo que comprende c), y

g. anadir la biblioteca de agentes potenciales que deben ser ensayados a los tres ensayos, y
h. determinar

i. la cantidad de agente unido al receptor TrkA, y/o

ii. la cantidad de agente internalizado por el receptor TrkA, y/o

ii. el grado de sefializacion a través del receptor TrkA, y

i. comparar la cantidad de agente determinada en la etapa h) utilizando a) con la cantidad determinada en h)
utilizando b) y la cantidad determinada en g) utilizando c),

j. en el que la diferencia en las cantidades identifica un agente capaz de unirse a un receptor TrkA, y/o inhibir la
sefalizacion a través de TrkA.
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En aun otro aspecto la descripcion se refiere a un procedimiento para determinar el grado de inhibiciéon de un agente
como se define en la presente memoria mas arriba sobre la actividad de un receptor de dominio Vps10p en un
mamifero que expresa dicho receptor con un segundo mamifero que carece de la expresion de dicho receptor y un
tercer mamifero que sobreexpresa dicho receptor, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

a. proporcionar a un mamifero que expresa un receptor de dominio Vps10p, y

b. proporcionar a un mamifero que no expresa un receptor de dominio Vps10p, y

C. proporcionar a un mamifero que sobreexpresa un receptor de dominio Vps10p, y

d. proporcionar un agonista para la sensacion de dolor del receptor de dominio Vps10p, y

e. proporcionar una biblioteca de agentes potenciales, y

f. administrar dicha biblioteca de agentes a dicho mamifero de a), b) y c) respectivamente, y

. determinar el grado de sefializacion de dolor a través del receptor de dominio Vps10p, en cada uno de los
mamiferos definidos en a), b) y c), utilizando

i. ensayo de von Frey y/o
ii. ensayo de inmersion de cola y/o
iii. ensayo de placa caliente, y

h. comparar el grado de sefalizacion de dolor en la etapa g) utilizando a) con el grado determinado en g) utilizando
b) con el grado determinado en g) utilizando c),

en el que la diferencia en el grado de inhibicion identifica un agente capaz de unirse a un receptor de dominio
Vps10p, inhibiendo la sefalizacién a través de un receptor de dominio Vps10p.

En aun otro aspecto la descripcion se refiere a un procedimiento para determinar el grado de inhibiciéon de un agente
como se define en la presente memoria mas arriba sobre la actividad de un receptor Trpv en un mamifero que
expresa dicho receptor con un segundo mamifero que carece de la expresion de dicho receptor y un tercer mamifero
que sobreexpresa dicho receptor, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

a. proporcionar a un mamifero que expresa un receptor Trpv, y

b.  proporcionar a un mamifero que no expresa un receptor Trpv, y

c.  proporcionar a un mamifero que sobreexpresa un receptor Trpv, y

d. proporcionar un agonista para la sensacion de dolor of el receptor Trpv, y

e.  proporcionar una biblioteca de agentes potenciales, y

f.  administrar dicha biblioteca de agentes a dicho mamifero de a), b) y c) respectivamente, y

. determinar el grado de dolor sefializacion a través del receptor Trpv, en cada uno de los mamiferos definidos
en a), b) y c), utilizando ensayo de von Frey y/o Ensayo de inmersion de cola y/o Ensayo de placa caliente, y

h. comparar el grado de sefalizacion de dolor en la etapa g) utilizando a) con el grado determinado en g)
utilizando b) con el grado determinado en g) utilizando c),

en el que la diferencia en el grado de inhibicion identifica un agente capaz de unirse a un receptor Trpv e inhibir la
sefalizacion a través de dicho receptor Trpv.

En otro aspecto la presente descripcion se refiere a un procedimiento para determinar el grado de inhibicion de un
agente como se define en la presente memoria mas arriba, sobre la actividad de un complejo binario de receptor de
dominio Vps10p : receptor Trpv en un mamifero que expresa dichos receptores con un segundo mamifero que
carece de la expresion de dichos receptores y un tercer mamifero que sobreexpresa dichos receptores,
comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

a. proporcionar a un primer y un segundo mamifero que expresan tanto un receptor Trpv y un receptor de dominio
Vps10p, y

b. proporcionar a un primer y un segundo mamifero que carecen de la expresién de un receptor Trpv y un receptor
de dominio Vps10p, y

C. proporcionar a un primer y un segundo mamifero que sobreexpresan un receptor Trpv y un receptor de dominio
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Vps10p, y
d. proporcionar un agonista para la sensacion de dolor del receptor Trpv y/o receptor de dominio Vps10p, y

e. proporcionar una biblioteca de agentes potenciales capaces de inhibir la sefializacion a través de un complejo
binario del receptor de dominio Vps10p : receptor Trpv, y

f. administrar dicha biblioteca de agentes a dicho primer mamifero de a), b) y c) respectivamente, y
g. administrar placebo a dicho segundo mamifero de a), b), y c), y

h. determinar el grado de sefializacién de dolor a través del receptor Trpv, en cada uno del primer y segundo
mamiferos definidos en a), b) y c),

utilizando
i. ensayo de von Frey y/o
iv. ensayo de inmersion de cola y/o
v. ensayo de placa caliente, y
i. comparar el grado de sefializacion de dolor en el primer y segundo mamiferos de la etapa h) utilizando a) y
j. comparar el grado de sefalizacion de dolor en el primer y segundo mamiferos de h) utilizando b) y
k. comparar el grado de sefializacion de dolor en el primer y segundo mamiferos de h) utilizando c),

en el que la diferencia en el grado de inhibicién de sefializacion de dolor identifica un agente capaz de unirse a un
complejo de receptor de dominio Vps10p: receptor Trpv e inhibiendo la sefializacion a través de dicho complejo.

En otra realizacion el agonista de la sensacion de dolor como se describe en los procedimientos de deteccion en la
presente memoria mas arriba, es un receptor TrkA (SEC ID NO. 10) o un fragmento o variante del mismo.

En aun otra realizacion el agonista de la sensacion de dolor como se describe en los procedimientos de deteccion en
la presente memoria mas arriba es una neurotrofina seleccionada del grupo que consiste en NGF, BDNF, NT3 y
NT4/5 o un fragmento o variante del mismo.

Ratén knock-out SorCS1-2

En un aspecto importante la descripcion se refiere a un raton transgénico knock-out en el que los genes endogenos
del receptor de dominio Vps10p SorCS1 y/o SorCS2 se han interrumpido para abolir la expresion de un receptor
funcional, y en el que dicho ratén exhibe una respuesta reducida a los estimulos de dolor en relacién con un ratén de
control no transgénico.

En otra realizacion la interrupcion génica del ratén transgénico como se define en la presente memoria mas arriba
comprende una delecion de las secuencias de nucledtidos del gen del receptor SorCS1 que codifican el codon de
iniciacion o una regién del receptor SorCS1 de ratdén desde el dominio extracelular, dominio transmembrana, o el
dominio citoplasmico.

En una realizacion adicional la invencién se refiere a un procedimiento para detectar un agente candidato para la
habilidad de reducir el dolor en el ratén transgénico como se define en la presente memoria mas arriba que
comprende:

a. proporcionar a primer y un segundo ratdon transgénico SorCS1 y/o SorCS2 como se define en la presente
memoria mas arriba;

b. administrar a dicho primer ratén transgénico un agente candidato, y

c. comparar el comportamiento de dolor de dicho primer ratdn transgénico de la etapa (b) con el comportamiento
de dolor de dicho segundo ratén transgénico de la etapa (a) al que no se administré dicho agente candidato; en el
que una reduccion en el comportamiento de dolor en dicho primer raton transgénico al que se administré dicho
agente candidato respecto de dicho segundo raton transgénico al que no se le administré dicho agente candidato
indica que el agente candidato reduce el comportamiento de dolor.

En un aspecto la descripcion se refiere a un procedimiento para detectar un agente candidato por la capacidad de
reducir el dolor en un ratén transgénico SorCS1-2 como se define en la presente memoria mas arriba que
comprende las etapas de :

a. proporcionar el ratén SorCS1-2 como se define en la presente memoria mas arriba;
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b.  proporcionar el ratén de tipo salvaje que carece de la interrupcion génica en SorCS1-2 como se define en la
presente memoria mas arriba; y

c.  proporcionar un raton de tipo salvaje de control que carece de la interrupcién génica en SorCS1-2 como se
define en la presente memoria mas arriba; y

d. administrar a dicho primer raton de tipo salvaje (b) un agente candidato, y

e. comparar el comportamiento de dolor de dicho raton transgénico de la etapa (a) con el comportamiento de
dolor de dicho ratén de tipo salvaje de la etapa (b) al que se le administré dicho agente candidato con el
comportamiento de dolor de dicho control ratén de tipo salvaje de la etapa (c) al que no se le administré dicho agente
candidato; en el que una reduccién en el comportamiento de dolor en dicho ratén de tipo salvaje (b) al que se le
administroé dicho agente candidato hasta un nivel comparable con dicho segundo ratén transgénico al que no se le
administré dicho agente candidato relativamente respecto del ratén de tipo salvaje de control (c) indica que el agente
candidato reduce el comportamiento del dolor.

Ratén que sobreexpresa Sortilina o SorCS1 o SorCS2

En otro aspecto principal la descripcidon se refiere a un raton transgénico para la sobreexpresion condicional u
obligada de Sortilina 0 SorCS1 o SorCS2 en tejidos neuronales.

En una realizacion el raton transgénico para la sobreexpresion condicional u obligada de Sortilina o SorCS1 o
SorCS2 en tejidos neuronales como se define en la presente memoria mas arriba, con relaciéon a una camada no
transgénica, exhibe proteccion de los estimulos del dolor segun lo determinado por un procedimiento seleccionado
del grupo que consiste en Ensayo de placa caliente, Ensayo de inmersion de cola y ensayo de von Frey.

Composicion farmacéutica y formas de administracion

Las principales vias de administracién de farmacos, en el procedimiento de tratamiento son la intravenosa, oral, y
topica. También se contemplan otros procedimientos de administracion de farmacos, tal como inyeccién subcutanea
o por medio de inhalacién, que son eficaces para administrar el farmaco a un sitio diana o para introducir el farmaco
en el torrente sanguineo,.

La membrana de la mucosa a la que se administra la preparacion farmacéutica de la invenciéon puede ser cualquier
membrana de la mucosa del mamifero a la que la sustancia biolégicamente activa debe ser dada, por ejemplo, en la
nariz, vagina, ojos, boca, tracto genital, pulmones, tracto gastrointestinal o recto, preferentemente la mucosa de la
nariz, boca o vagina.

Los compuestos de la invencion se pueden administrar parenteralmente, es decir, por administracion intravenosa,
intramuscular, subcutanea, intranasal, intrarrectal, intravaginal o intraperitoneal. Las formas de la administracion
parenteral intramusculares y subcutaneas son generalmente preferentes. Las formas de dosificacion apropiadas
para tal administracion se pueden preparar mediante técnicas convencionales. Los compuestos también se pueden
administrar por inhalacién, que es por administracion intranasal e inhalaciéon oral. Las formas de dosificacion
apropiadas para tal administracion, tal como una formulacion en aerosol o un inhalador de dosis medida, se pueden
preparar mediante técnicas convencionales

Los compuestos segun la invencion se pueden administrar con al menos otro compuesto. Los compuestos se
pueden administrar simultaneamente, ya sea como formulaciones separadas o combinadas en una forma de
dosificacién unitaria, o se pueden administrar secuencialmente.

Formulaciones

Si bien es posible que los compuestos o sales de la descripcidén que se van a administrar como producto quimico en
bruto, es preferible presentarlos en forma de una formulacion farmacéutica. Por consiguiente, la descripcion
proporciona ademas una formulaciéon farmacéutica, para aplicacion medicinal, que comprende un compuesto de la
descripcion o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como se define en la presente memoria, y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable para ello.

Los compuestos de la descripcion se pueden formular en una amplia variedad de formas de dosificacion de
administracion oral. Las composiciones farmacéuticas y formas de dosificacién pueden comprender los compuestos
de la invencion o su sal farmacéuticamente aceptable o una forma cristalina del mismo como el componente activo.
Los vehiculos farmacéuticamente aceptables pueden ser sélidos o liquidos. Las preparaciones en forma solida
incluyen polvos, comprimidos, pildoras, capsulas, sellos, supositorios, y granulos dispersables. Un vehiculo sélido
puede ser una o mas sustancias que pueden actuar también como diluyentes, agentes aromatizantes, solubilizantes,
lubricantes, agentes de suspension, aglutinantes, conservantes, agentes humectantes, agentes disgregantes de
comprimidos, o un material encapsulante.

Preferentemente, la composicion sera de aproximadamente 0,5% a 75% en peso de un compuesto o compuestos de
la invencién, consistiendo el resto en excipientes farmacéuticos adecuados. Para la administracién oral, tales
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excipientes incluyen grados farmacéuticos de manitol, lactosa, almidén, estearato de magnesio, sacarina sodica,
talco, celulosa, glucosa, gelatina, sacarosa, carbonato de magnesio, y similares.

En los polvos, el vehiculo es un soélido finamente dividido que es una mezcla con el componente activo finamente
dividido. En los comprimidos, el componente activo se mezcla con el vehiculo que tiene la capacidad de unién
necesaria en proporciones adecuadas y se compacta en la forma y tamafio deseados. Los polvos y comprimidos
preferentemente contienen de uno a aproximadamente el setenta por ciento del compuesto activo. Los vehiculos
adecuados son carbonato de magnesio, estearato de magnesio, talco, azlcar, lactosa, pectina, dextrina, almidén,
gelatina, tragacanto, metilcelulosa, carboximetilcelulosa sddica, una cera de bajo punto de fusiéon, manteca de cacao,
y similares. El término “preparacion” pretende incluir la formulacién del compuesto activo con material de
encapsulacion como vehiculo proporcionando una capsula en la que el componente activo, con o sin vehiculos, esta
rodeado por un vehiculo, que esta en asociacion con el mismo. De manera similar, se incluyen sellos y pastillas. Los
comprimidos, polvos, capsulas, pildoras, sellos y pastillas pueden ser formas soélidas adecuadas para administracion
oral.

Las gotas segun la descripcion pueden comprender soluciones o suspensiones acuosas o0 en aceite no estériles o
estériles, y pueden prepararse disolviendo el ingrediente activo en una soluciéon acuosa adecuada, incluyendo
opcionalmente un agente bactericida y/o fungicida y/o cualquier otro conservante adecuado, y opcionalmente
incluyendo un agente activo superficial. La solucion resultante puede ser luego clarificada por filtracion, transferida a
un recipiente adecuado que después se sella y se esteriliza mediante autoclave o manteniéndolo a 98-100 ° C
durante media hora. Alternativamente, la solucion puede esterilizarse por filtracion y transferirse al recipiente
asépticamente. Los ejemplos de agentes fungicidas y bactericidas adecuados para la inclusion en las gotas son
nitrato o acetato fenilmercurico (0,002%), cloruro de benzalconio (0,01%) y acetato de clorhexidina (0,01%). Los
disolventes adecuados para la preparacion de una solucién oleosa incluyen glicerol, alcohol diluido y propilenglicol.

También se incluyen preparaciones en forma soélida que estan destinadas a ser convertidas, poco antes del uso, en
preparaciones en forma liquida para la administracion oral. Tales formas liquidas incluyen soluciones, suspensiones,
y emulsiones. Estas preparaciones pueden contener, ademas del componente activo, colorantes, sabores,
estabilizantes, tampones, edulcorantes naturales y artificiales, dispersantes, espesantes, agentes solubilizantes, y
similares.

Otras formas adecuadas para la administracion oral incluyen preparaciones de forma liquida que incluyen
emulsiones, jarabes, elixires, soluciones acuosas, suspensiones acuosas, pasta de dientes, dentifrico de gel, goma
de mascar, o preparaciones en forma sdlida que estan destinadas a ser convertidas poco antes del uso en
preparaciones en forma liquida. Las emulsiones pueden prepararse en soluciones en soluciones acuosas de
propilenglicol o pueden contener agentes emulsionantes tal como lecitina, monooleato de sorbitan, o acacia. Las
soluciones acuosas pueden prepararse disolviendo el componente activo en agua y afadiendo colorantes
adecuados, aromatizantes, estabilizantes y agentes espesantes. Las suspensiones acuosas pueden prepararse
dispersando el componente activo finamente dividido en agua con material viscoso, gomas naturales o sintéticas tal
como, resinas, metilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio, y otros agentes de suspensiéon bien conocidos. Las
preparaciones en forma sdlida incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones, y pueden contener, ademas del
componente activo, colorantes, sabores, estabilizantes, tampones, edulcorantes naturales y artificiales, dispersantes,
espesantes, agentes solubilizantes, y similares

Los compuestos de la descripcion pueden formularse para administracion parenteral (por ejemplo, por inyeccion, por
ejemplo inyeccién de bolo o infusion continua) y pueden presentarse en forma de dosis unitaria en ampollas, jeringas
precargadas, infusion de pequefio volumen o en recipientes de dosis multiples con un conservante afiadido. Las
composiciones pueden tomar formas tales como suspensiones, soluciones, o emulsiones en vehiculos oleosos o
acuosos, soluciones por ejemplo en polietilenglicol acuoso. Los ejemplos de vehiculos aceitosos o no acuosos,
diluyentes, disolventes o vehiculos incluyen propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales (por ejemplo, aceite de
oliva), y ésteres organicos inyectables (por ejemplo, oleato de etilo ), y pueden contener agentes de formulacion tal
como conservantes, humectantes, agentes emulsionantes o de suspension, estabilizantes y/o dispersantes.
Alternativamente, el ingrediente activo puede estar en forma de polvo, obtenido por aislamiento aséptico de solido
estéril o por liofilizacion a partir de solucién para la constitucion antes del uso con un vehiculo adecuado, por ejemplo,
agua estéril libre de pirdgenos.

Los aceites utiles en formulaciones parenterales incluyen aceites de petréleo, animal, vegetal, o aceites sintéticos.
Los ejemplos especificos de aceites utiles en dichas formulaciones incluyen cacahuete, soja, sésamo, semilla de
algoddn, maiz, oliva, vaselina, y mineral. Los acidos grasos adecuados para su uso en formulaciones parenterales
incluyen acido oleico, acido estearico, y acido isoestearico El oleato de etilo y miristato de isopropilo son ejemplos de
ésteres de acidos grasos adecuados.

Los jabones apropiados para su uso en formulaciones parenterales incluyen metal alcalino graso, amonio, y sales de
trietanolamina, y los detergentes adecuados incluyen (a) detergentes catiénicos tal como, por ejemplo, haluros de
dimetil dialquil amonio, haluros de alquil piridinio; (b) detergentes anidnicos tal como, por ejemplo, alquilo, arilo, y
sulfonatos de olefina, alquilo, olefina, éter, sulfatos de monoglicéridos y, sulfosuccinatos, (c) detergentes no iénicos
tal como, por ejemplo, Oxidos de aminas grasas, alcanolamidas de acidos grasos, y copolimeros de

51



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2745220 T3

polioxietileno-polipropileno, (d) detergentes anfotericos tal como, por ejemplo, alquil-beta-aminopropionatos, sales de
2-alquilimidazolina amonio cuaternario, y (e) mezclas de los mismos.

Las formulaciones parenterales contendran tipicamente desde aproximadamente 0,5 a aproximadamente 25 % en
peso del ingrediente activo en solucion. Pueden ser utilizados conservantes y tampones. Con el fin de minimizar o
eliminar la irritacion en el sitio de la inyeccion, tales composiciones pueden contener uno o mas tensioactivos no
idnicos que tienen un balance hidrdfilo-lipdfilo (HLB) de aproximadamente 12 a aproximadamente 17. La cantidad de
tensioactivo en tales formulaciones variara tipicamente de aproximadamente 5% a aproximadamente 15 % en peso.
Los tensioactivos adecuados incluyen ésteres de acidos grasos de polietilen sorbitan, tal como monooleato de
sorbitdn y aductos de alto peso molecular de 6xido de etileno con una base hidrofébica, formados por la
condensacion de 6xido de propileno con propilenglicol. Las formulaciones parenterales se pueden presentar en dosis
unitarias o recipientes cerrados de multiples dosis, tal como ampollas y viales, y se pueden almacenar en una
condicién secada por congelacion (liofilizado) que requiere solo la adicion del excipiente liquido estéril, por ejemplo,
agua, para inyecciones, inmediatamente antes de su uso. Las soluciones de inyeccion extemporaneas pueden
prepararse a partir de polvos estériles, granulos, y comprimidos del tipo descrito previamente.

Los compuestos de la invencion también se pueden administrar por via topica. Las regiones para la administracion
topica incluyen la superficie de la piel y también los tejidos de membranas mucosas de la vagina, recto, nariz, boca y
garganta. Las composiciones para la administracion topica a través de las membranas mucosas y piel no deberian
dar lugar a signos de irritacion, tal como hinchazén o enrojecimiento.

La composiciéon tépica puede incluir un vehiculo farmacéuticamente aceptable adaptado para la administracion
tépica. Por lo tanto, la composicion puede tomar la forma de una suspensioén, solucién, pomada, locién, lubricante
sexual, crema, espuma, aerosol, supositorio, implante, inhalante, comprimido, capsula, polvo seco, jarabe, balsamo
o pastilla, por ejemplo. Los procedimientos para preparar tales composiciones son bien conocidos en la industria
farmacéutica.

Los compuestos de la descripcion se pueden formular para la administracion topica a la epidermis como unguentos,
cremas o lociones, o como un parche transdérmico. Los unglientos y cremas pueden, por ejemplo, ser formulados
con una base acuosa u oleosa con la adicion de adecuados agentes espesantes y/o agentes gelificantes. Las
lociones pueden ser formuladas con una base acuosa u oleosa en general también contienen uno o mas agentes
emulsionantes, agentes estabilizantes, agentes dispersantes, agentes de suspension, agentes espesantes, o
agentes colorantes. Las formulaciones adecuadas para la administracion topica en la boca incluyen pastillas que
comprenden agentes activos en una base aromatizada, normalmente sacarosa y acacia o tragacanto; pastillas que
comprenden el ingrediente activo en una base inerte tal como gelatina y glicerina o sacarosa y goma arabiga; y
enjuagues bucales que comprenden el ingrediente activo en un vehiculo liquido adecuado.

Cremas, pomadas o pastas segun la descripcion son formulaciones semisodlidas del ingrediente activo para
aplicacion externa. Ellos se pueden hacer mezclando el ingrediente activo en forma finamente dividida o en polvo,
solo o en solucidn o suspension en un fluido acuoso o no acuoso, con la ayuda de maquinaria adecuada, con una
base grasa o no grasa. La base puede comprender hidrocarburos tal como parafina dura, blanda o liquida, glicerina,
cera de abejas, jabon metalico ; un mucilago ; un aceite de origen natural tal como aceite de almendras, maiz,
cacahuete, ricino u oliva; grasa de lana o sus derivados o un acido graso tal como acido estérico u oleico junto con
un alcohol tal como propilenglicol o un macrogel. La formulaciéon puede incorporar cualquier agente activo superficial
adecuado tal como un tensioactivo anidnico, catiénico o no idnico tal como éster de sorbitdn o un derivado de
polioxietileno del mismo. Los agentes de suspension tal como gomas naturales, derivados de celulosa o materiales
inorganicos tal como silices siliceas, y otros ingredientes tal como lanolina también pueden ser incluidos.

Las lociones segun la descripcion incluyen aquellas adecuadas para la aplicacion a la piel o el ojo. Una locién ocular
puede comprender una solucion acuosa estéril que opcionalmente contiene un bactericida y se puede preparar por
procedimientos similares a aquellos para la preparacion de gotas. Las lociones o linimentos para aplicacion a la piel
también pueden incluir un agente para acelerar el secado y enfriar la piel, tal como un alcohol o acetona, y un
humectante tal como glicerol o un aceite de ricino de tal como aceite o aceite de cacahuete.

Administracién transdérmica

Los complejos modificadores quimicos- agentes farmacéuticos que se describen en la presente memoria se pueden
administrar por via transdérmica. La administracion transdérmica implica tipicamente la entrega de un agente
farmacéutico para el paso percutanea del farmaco en la circulaciéon sistémica del paciente. Los sitios de la piel
incluyen regiones anatémicas para la administracion por via transdérmica del medicamento e incluyen el antebrazo,
abdomen, pecho, espalda, gluteos, zona mastoidal, y similares.

La administracion transdérmica se lleva a cabo mediante la exposicion de una fuente del complejo a la piel de un
paciente durante un periodo prolongado de tiempo. Los parches transdérmicos tienen la ventaja afadida de
proporcionar la entrega controlada de un complejo modificador quimico-agente farmacéutico al cuerpo. Ver
Transdermal Drug Delivery: Developmental Issues and Research Initiatives, Hadgraft y Guy (eds.), Marcel Dekker,
Inc., (1989); Controlled Drug Delivery: Fundamentals and Applications, Robinson y Lee (eds.), Marcel Dekker Inc.,
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(1987); y Transdermal Delivery of Drugs, Vols. 1-3, Kydonieus y Berner (eds.), CRC Press, (1987). Tales formas de
dosificacion se pueden preparar por disolucion, dispersion, o de otra manera incorporando el complejo modificador
quimico-agente farmacéutico en un medio adecuado, de tal como un material de matriz elastomérica. Los
potenciadores de la absorcion también pueden ser usados para aumentar el flujo del compuesto a través de la piel.
La velocidad de tal flujo puede ser controlada proporcionando una velocidad de control de membrana o dispersando
el compuesto en una matriz polimérica o gel.

Administraciéon transdérmica pasiva del farmaco

Una variedad de tipos de parches transdérmicos encontrara uso en los procedimientos que se describen en el
presente documento. Por ejemplo, un parche adhesivo simple se puede preparar a partir de un material de soporte y
un adhesivo de acrilato. EI complejo modificador quimico-agente farmacéutico y cualquier potenciador se formulan
generando la solucién de colada adhesiva y se deja mezclar bien. La soluciéon se cuela directamente sobre el
material de soporte y el disolvente de colada se evapora en un horno, dejando una pelicula adhesiva. El forro de
liberacién puede estar unido para completar el sistema.

Alternativamente, un parche matriz de poliuretano puede ser empleado para entregar el complejo modificador
quimico- agente farmacéutico. Las capas de este parche comprenden un respaldo, una matriz de farmaco
poliuretano / intensificador, una membrana, un adhesivo, y un forro de liberacién. La matriz de poliuretano se prepara
utilizando un curado a temperatura ambiente de prepolimero de poliuretano. La adicion de agua, alcohol, y
complejos al prepolimero resulta en la formaciéon de un elastdémero firme pegajoso que puede colar directamente
s6lo el material de soporte

Otra realizacion de esta invencion utilizara un parche de matriz de hidrogel. Tipicamente, la matriz de hidrogel
comprendera alcohol, agua, farmacos y varios polimeros hidréfilos. Esta matriz de hidrogel se puede incorporar en
un parche transdérmico entre el soporte y la capa de adhesivo.

El parche de depdsito de liquido también encuentra su uso en procedimientos que se describen en la presente
memoria. Este parche comprende un material de soporte termosellable impermeable o semipermeable, una
membrana termosellable, un adhesivo de piel sensible a la presién a base de acrilato y un forro antiadherente
siliconado. El soporte es sellado con calor a la membrana para formar un depésito que entonces se puede llenar con
una solucion del complejo, potenciadores, agente gelificante, y otros excipientes de calor.

Los parches de matriz de espuma son similares en disefio y los componentes para el sistema de depésito de liquido,
excepto que la solucion del modificador quimico-agente farmacéutico gelificado esta limitado en una capa de
espuma delgada, tipicamente un poliuretano. Esta capa de espuma se encuentra entre el soporte y la membrana
que han sido sellados con calor en la periferia del parche.

Para los sistemas de administracion pasivos, la velocidad de liberacion se controla tipicamente por una membrana
colocada entre el depésito y la piel, por difusiéon desde un dispositivo monolitico, o por la propia piel que sirve como
una barrera que controla la velocidad en el sistema de administracion. Véanse las patentes de EE.UU. Nos.
4.816.258; 4.927.408; 4.904.475; 4.588.580, 4.788.062; y similares. La velocidad de suministro de farmaco
dependera, en parte, de la naturaleza de la membrana. Por ejemplo, la velocidad de administracién de farmacos a
través de membranas dentro del cuerpo es generalmente mas alta que a través de barreras dérmicas. La velocidad
en la que el complejo se administra desde el dispositivo a la membrana se controla mas ventajosamente mediante el
uso de membranas limitantes de velocidad que se colocan entre el depdsito y la piel. Suponiendo que la piel es
suficientemente permeable para el complejo (es decir, la absorcién a través de la piel es mayor que la velocidad de
paso a través de la membrana), la membrana servira para controlar la velocidad de dosificacion experimentada por
el paciente.

Los materiales de membrana permeables adecuados pueden seleccionarse basandose en el grado deseado de
permeabilidad, la naturaleza del complejo, y las consideraciones mecanicas relacionadas con la construccion del
dispositivo. Los materiales de membrana permeables ejemplares incluyen una amplia variedad de polimeros
naturales y sintéticos, tal como polidimetilsiloxanos (cauchos de silicona), copolimero de acetato de etilenvinilo (EVA),
poliuretanos, copolimeros de poliéter-poliuretano, polietilenos, poliamidas, cloruros de polivinilo (PVC), polipropilenos,
policarbonatos, politetrafluoroetilenos (PTFE), materiales celulésicos, por ejemplo, triacetato de celulosa y nitrato /
acetato de celulosa, e hidrogeles, por ejemplo, 2-hidroxietilo (HEMA).

Otros articulos pueden estar contenidos en el dispositivo, tal como otros componentes convencionales de productos
terapéuticos, dependiendo de las caracteristicas de los dispositivos deseados. Por ejemplo, las composiciones de
acuerdo a esta invencion pueden incluir también uno o mas conservantes o agentes bacteriostaticos, por ejemplo,
hidroxibenzoato de metilo, hidroxibenzoato de propilo, clorocresol, cloruros de benzalconio, y similares. Estas
composiciones farmacéuticas también pueden contener otros principios activos tal como agentes antimicrobianos,
particularmente antibioticos, anestésicos, analgésicos, agentes antipruriginosos.

Los compuestos de la descripcion pueden formularse para la administracion como supositorios. Una cera de bajo
punto de fusion, tal como una mezcla de glicéridos de acidos grasos o manteca de cacao primero se funde y el
componente activo se dispersa homogéneamente, por ejemplo, por agitacion. La mezcla homogénea fundida se
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vierte entonces en moldes de tamafio conveniente, se deja enfriar, y solidificar.

El compuesto activo se puede formular en un supositorio que comprende, por ejemplo, aproximadamente 0,5% a
aproximadamente 50% de un compuesto de la invencion, dispuesto en un vehiculo de glicol de polietileno (PEG)
(por ejemplo, PEG 1000 [96%] y PEG 4000 [4%)].

Los compuestos de la descripcion pueden formularse para la administracion vaginal. Pesarios, tampones, cremas,
geles, pastas, espumas o pulverizaciones que contienen ademas del principio activo los vehiculos tal como se
conocen en la técnica por ser apropiados.

Los compuestos de la descripcién pueden formularse para la administracion nasal. Las soluciones o suspensiones
se aplican directamente a la cavidad nasal por medios convencionales, por ejemplo con un gotero, pipeta o
pulverizaciéon. Las formulaciones se pueden proporcionar en forma individual o multidosis. En el ultimo caso de un
gotero o pipeta, esto puede conseguirse por el paciente administrando un volumen predeterminado apropiado de la
solucion o suspension. En el caso de un pulverizador esto se puede conseguir por ejemplo por medio de una bomba
de pulverizaciéon de atomizacion dosificadora.

Los compuestos de la descripcion pueden formularse para la administracion en aerosol, particularmente al tracto
respiratorio e incluyendo la administracion intranasal. El compuesto tendra generalmente un pequefio tamafo de
particula por ejemplo del orden de 5 micras o menos. Tal tamafio de particula puede obtenerse por medios
conocidos en la técnica, por ejemplo por micronizacion. El principio activo se proporciona en un envase presurizado
con un propelente adecuado tal como un clorofluorocarbono (CFC) por ejemplo diclorodifluorometano,
triclorofluorometano, o diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono u otro gas adecuado. El aerosol también puede
contener convenientemente un tensioactivo tal como lecitina. La dosis de farmaco puede controlarse mediante una
valvula calibrada. Alternativamente, los principios activos pueden proporcionarse en una forma de polvo seco, por
ejemplo una mezcla de polvo del compuesto en una base en polvo apropiada tal como lactosa, almidon, derivados
de almiddn tal como hidroxipropilmetilcelulosa y polivinilpirrolidona (PVP). El vehiculo en polvo formara un gel en la
cavidad nasal. La composicion en polvo puede presentarse en forma de dosis unitarias por ejemplo en capsulas o
cartuchos de, por ejemplo, gelatina o en envases tipo blister a partir del cual el polvo se puede administrar por medio
de un inhalador.

Cuando se desee, las formulaciones pueden prepararse con recubrimientos entéricos adaptados para la
administracion de liberacion sostenida o controlada del principio activo.

Las preparaciones farmacéuticas estan preferentemente en formas de dosificacién unitarias. En tal forma, la
preparacion se subdivide en dosis unitarias que contienen cantidades apropiadas del componente activo. La forma
de dosificacion unitaria puede ser una preparacion envasada, conteniendo el envase cantidades discretas de la
preparacion, comprimidos envasados tal como, capsulas, y polvos en viales o ampollas. También, la forma de
dosificacion unitaria puede ser una capsula, comprimido, sello o pastilla, o puede ser el nUmero apropiado de
cualquiera de éstos en forma envasada.

Sales farmacéuticamente aceptables

Esta invencion también pretende abarcar sales farmacéuticamente aceptables de los presentes compuestos en las
que pueden prepararse. Estas sales seran aquellas que son aceptables en su aplicacién para un uso farmacéutico.
Mediante sello se quiere decir que la sal retendra la actividad bioloégica del compuesto original y la sal no tendra
efectos adversos o deletéreos en su aplicacion y uso en el tratamiento de enfermedades.

Las sales farmacéuticamente aceptables se preparan de una manera estandar. Si el compuesto parental es una
base, el mismo se trata con un exceso de un acido organico o inorganico en un disolvente adecuado. Si el
compuesto parental es un acido, el mismo se trata con una base inorganica u organica en un disolvente adecuado.

Los compuestos de la invencién se pueden administrar en forma de un metal alcalino o sal de metal alcalino térreo
del mismo, concurrentemente, simultaneamente, o junto con un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable,
especialmente y preferentemente s en la forma de una composicion farmacéutica del mismo, ya sea por via oral,
rectal, o parenteral (incluyendo la subcutanea), en una cantidad eficaz.

Los ejemplos de sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables para su uso en la presente composicion
farmacéutica inventiva incluyen aquellas derivadas de acidos minerales, tal como acidos clorhidrico, bromhidrico,
fosférico, metafosférico, nitrico y sulfurico, y acidos organicos, tal como acido tartarico, acético, citrico, malico, lactico,
fumarico, benzoico, glicdlico, glucénico, succinico, p-toluenosulfénico, y arilsulfénico, por ejemplo.

Por consiguiente, en un aspecto la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un agente
como se define en la presente memoria mas arriba.

En una realizacion la composicion farmacéutica como se define en la presente memoria mas arriba comprende un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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En una realizacién de la descripcién el pH de la composicion farmacéutica como se define en la presente memoria
mas arriba esta entre pH 5y pH 9.

En una realizacién la composicién farmacéutica como se define en la presente memoria mas arriba se formula para
la administracion por inyeccion, supositorio, administracion oral, comprimido sublingual o pulverizador,
administracion cutanea, inhalacién o para la administracion local utilizando una capsula biocompatible implantable.

En ofra realizacion la inyeccion es la intravenosa, intramuscular, intraespinal, intraperitoneal, subcutanea, un bolo o
una administracion continua

En una realizacion la composicion farmacéutica segun la descripcion se administra en intervalos de 30 minutos a 24
horas.

En otra realizacion la composicion farmacéutica segun la descripcion se administra en intervalos de 1 a 6 horas.

En una realizacion, la composicién farmacéutica como se define en la presente memoria mas arriba se administra en
intervalos de 6 a 24 horas.

En otra realizacion la composicion farmacéutica segun la descripcion se administra en intervalos de 6 a 72 horas.

En otra realizacion, la composicion farmacéutica como se define en la presente memoria mas arriba se administra en
intervalos de 1 a 7 dias, tal como cada 2 dias, por ejemplo cada 4 dias, tal como cada 6 dias.

En una realizacioén, la duraciéon del tratamiento con la composiciéon farmacéutica como se define en la presente
memoria mas arriba es de 1 a 52 semanas.

En una realizacioén, la duraciéon del tratamiento con la composiciéon farmacéutica como se define en la presente
memoria mas arriba es de 25 a 104 semanas.

En una realizacioén, la duraciéon del tratamiento con la composiciéon farmacéutica como se define en la presente
memoria mas arriba es 2 a 7 afios.

En una realizacioén, la duraciéon del tratamiento con la composiciéon farmacéutica como se define en la presente
memoria mas arriba es de por vida.

En una realizacion la composicion farmacéutica que comprende el antagonista/inhibidor del receptor de dominio
Vps10p de acuerdo a la descripcion se administra en una dosificacion de entre 10 ug a 500 mg por kg de masa
corporal.

En ofra realizacion, la dosificacion del principio activo de la composicion farmacéutica segun la descripcion esta
entre 10 yg a 500 mg por kg de masa corporal, tal como 20 pg a 400 mg por kg de masa corporal, por ejemplo de 50
Mg a 200 mg por kg de masa corporal, tal como de 70 pg a 100 mg por kg de masa corporal.

Segundo principio activo

En una realizacién la composicion farmacéutica como se define en la presente memoria mas arriba comprende un
segundo principio activo.

En ofra realizacién dicho segundo principio activo se selecciona del grupo que consiste en antidepresivos,
anticonvulsivos, anestésicos locales, opiodes, antagonistas de NMDA, Tramadol, capsazepina, y capsaicina.

En otra realizacion de la descripcion los antidepresivos como se define en la presente memoria mas arriba se
seleccionan del grupo que consiste en antidepresivos triciclicos y amitriptilina.

En otra realizacion de la descripcion los anticonvulsivos como se define en la presente memoria mas arriba se
seleccionan del grupo que consiste en Gabapentina, carbamazepina, fenioina, y lamotrigina.

En otra realizacién de la descripcion los anestésicos locales como se define en la presente memoria mas arriba se
seleccionan del grupo que consiste en lidocaina y mexiletina.

En otra realizaciéon de la descripcién los opioides como se define en la presente memoria mas arriba se seleccionan
del grupo que consiste en morfina, fentanilo y oxicodona.

En otra realizacion de la descripcion los antagonistas de NMDA como se define en la presente memoria mas arriba
se seleccionan del grupo que consiste en ketamina, memantina y amantadina.

En un aspecto importante la descripcion se refiere al uso de el al menos un agente como se define en la presente
memoria mas arriba en el que dicho agente es capaz de inhibir la expresion del receptor de dominio Vps10p o un
receptor Trpv o un receptor TrkA en un animal.
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Kit de partes
En un aspecto la descripcion se refiere a un kit en partes que comprende:

e una composicion farmacéutica como se define en la presente memoria mas arriba

e un instrumento médico u otro medio para administrar el medicamento

e instrucciones sobre cémo utilizar el kit en partes.

e opcionalmente un segundo principio activo como se define en la presente memoria mas arriba
Procedimiento de tratamiento

En un aspecto la presente invencién se refiere a un uso en el tratamiento de dolor en un sujeto que comprende
administrar a un individuo que lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicion farmacéutica en
la presente memoria mas arriba.

En un aspecto, la presente invencién se refiere a un uso en el tratamiento de neuropatia administrando a un
individuo que lo necesita una cantidad suficiente del agente como se define en la presente memoria mas arriba.

Procedimiento comercial

En un aspecto, la descripcion se refiere a un procedimiento para la comercializaciéon de un medicamento,
comprendiendo dicho producto al menos un agente aislado, siendo dicho agente capaz de inhibir la formacién del:

a. complejo binario del receptor de dominio Vps10p : receptor Trpv, y/o
b.  complejo ternario del receptor de dominio Vps10p : TrkA : receptor Trpv,

siendo por tanto Util en un procedimiento para el tratamiento de dolor en un sujeto, comprendiendo dicha
comercializacion la difusion publica de la informacion que la inhibicion de la formacion de dicho complejo tiene un
impacto en la sensacion de dolor en dicho sujeto.

Descripcion detallada de los dibujos
Figura 1: la familia del receptor de dominio Vps10p. Esta indicada su organizacion estructural.

Figura 2: experimentos colP que demuestran la interaccion fisica entre sortilina, TrkA y TrpV1 en células HEK293
transfectadas doble con los receptores indicados. (A) sortilina y TrkA. (B) TrpV1 y TrkA o sortilina, respectivamente.

Figura 3: Representacion esquematica de complejos diméricos y triméricos entre Sortilina, TrkA y TrpV1 en la
membrana plasmatica. (A) Sortilina y TrpV1. (B) TrkA y TrpV1. (C) Sortilina, TrkA y TrpV1, indicado con TrkA como
componente intermedio. (D) Sortilina, TrkA y TrpV1 indicado con TrpV1 como componente central.

Figura 4: Datos de inmunofluorescencia y estereolégicos que demuestran la expresion de sortilina, TrkA y TrpV1 en
los cuerpos celulares de las neuronas sensoriales en los ganglios radiculares posteriores (DRG). (A) recuento de %
de perfiles neuronales positivos de cada receptor en DRG. (B) Inmunohistologia de DRG demostrando sortilina, TrkA
y TrpV1 en pequefias neuronas sensoriales medianas en DRG

Figura 5: (A) ensayo de placa caliente y (B) ensayo de retirada de cola realizada en ratones con sortilina (+/ +) y con
sortilina (-/-). La falta del receptor de sortilina resulta claramente en una mayor latencia hacia el estimulo térmico
doloroso, de manera similar se observé el fenotipo en ratones TrpV1 (-/-). (C) No se observé ningin cambio en la
respuesta al estimulo mecanico (de von Frey) a partir de la pérdida de sortilina, en correspondencia a la observacion
de TrpV1 (-/-), que ilustra que TrpV1 solo esta implicada en la sefializacion del estimulo térmico/ quimico y no
mecanico y la pérdida de sortilina tiene el mismo fenotipo selectivo.

Figura 6: Desarrollo de alodinia mecanica en la lesion del nervio ciatico (SNI) operado en ratones (= 13) tipo salvaje
(n = 10) y con sortilina (-/-). EI umbral de retirada en la superficie plantar de la extremidad posterior se midié con
filamentos von Frey tanto para la pata ipsilateral como contralateral (los datos como media + / - SEM). A partir del
dia 6 después de la cirugia se observo una significante diferencia entre el ipsilateral tipo salvaje y contralateral tipo
salvaje (p <0,001) mientras que la sortilina (-/-) fue incapaz de desarrollar la alodinia mecanica.

Figura 7: (A)) Desarrollo de alodinia mecanica en Ligadura del Nervio Espinal (SNL) operado en ratones (n = 11) tipo
salvaje (n = 9) y con sortilina (-/-). El umbral de retirada en la superficie plantar de la extremidad posterior se midié
con filamentos de von Frey, tanto para la pata ipsilateral como contralateral. A partir del dia después de la cirugia se
observo una diferencia significativa entre ipsilateral tipo salvaje y contralateral tipo salvaje mientras que la sortilina
(-/-) fue incapaz de desarrollar alodinia mecanica.

(B) Desarrollo de la hiperalgesia térmica en los ratones descritos en (A). El umbral de retirada de la extremidad
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posterior se midié por estimulaciéon con una fuente de calor radiante (ensayo plantar de Stoelting, Procedimiento de
Hargreaves) tanto para la pata contralateral como ipsilateral. A partir del dia después de la cirugia se observo una
diferencia significativa entre el ipsilateral tipo salvaje y contralateral tipo salvaje mientras que la sortilina (- / -) fue
incapaz de desarrollar hiperalgesia térmica.

Figura 8: Competicion de agentes a base de péptidos de la invencion con GST etiquetados en el extremo terminal C
con los tres aminoacidos de neurotensina Tyr-lle-Leu (YIL). La unién a Sortilina inmovilizada se midié por resonancia
de plasmon superficial. 100% corresponde a las unidades de respuesta medida obtenidas para 100 nM GST-YIL en
ausencia de péptido competidor. Los valores de EC50 corresponden a la concentracion de péptido en la que la unién
a GST-YIL se reduce a 50%. Las secuencias se dan para los péptidos, y también se muestra la estructura para los
péptidos que contienen aminoacidos no naturales

Perspectiva general de secuencias
SEC ID NO. 1: Sortilina

SEC ID NO. 2: SorLA

SEC ID NO. 3: SorCS1

SEC ID NO. 4: SorCS2

SEC ID NO. 6: TrpV1

SEC ID NO. 7: TrpV2

SEC ID NO.

2
3
4
SEC ID NO. 5: SorCS3
6
7
8: TrpV3
9

SEC ID NO. 9: TrpV4

SEC ID NO. 10: TrkA
Ejemplos
Ejemplo 1: Determinacion de si la Sortilina, TrkA y TrpV1 son capaces de interactuar fisicamente

Células HEK293 establemente transfectadas con combinaciones de sortilina, TrkA y TrpV1 se reticularon con DSP
(Pierce) y los lisados celulares se sometieron a inmunoprecipitacion utilizando anti-TrkA o anti-TrpV1 (Santa Cruz
Biotechnology) y perlas de Sepharose GammabindG (G & E Biosciences). El eluato IP y los lisados se sometieron a
SDS-PAGE y Western Blot. Se demostraron los complejos de Sortilina-TrkA (Fig. 2A), TrpV1-sortilina y TrpV1-TrkA
(Fig. 2B), lo que sugiere que estos receptores son capaces de la formacién de complejos diméricos y triméricos entre
si.

Ejemplo 2: Determinacion de si la inactivacion de sortilina afecta la expresion de TrkA y TrpV1

Los ratones adultos fueron decapitados, el DRG lumbar se disecciond, se fijo y se crioseccioné a las 15 pm. La
expresion de Sortilina, TrkA y TrpV1 se realizé mediante la incubacion con anticuerpo primario (anti-sortilina de
Alomone Labs, anti-TrkA de Reichardt Lab en UCSF y anti-TrpV1 de Neuromics Lab) seguido por el anticuerpo
secundario etiquetado con fluorescencia de Molecular Probes. Las muestras se cubrieron y las imagenes se
adquirieron en un microscopio confocal Zeiss LSM510. La Figura 4b ilustra la expresién de sortilina, TrkA y TrpV1 en
las neuronas L4 DRG y se puede ver que estas moléculas estan todas expresadas en neuronas de tamafio pequefio
y medio (= nociceptivas). No se observd ninguna diferencia en el nimero de neuronas positivas para TrkA 'y TrpV1
entre ratones de tipo salvaje y con Sortilina (-/-),ambos demostraron un perfil de expresion como se demuestra en la
figura 4a (a excepcion de sortilina que esta ausente en ratones con sortilina (- / -) (datos no mostrados)).

Ejemplo 3: Determinacion de la sensibilidad térmica y mecanica en la respuesta a la inactivacion de sortilina

Ensayo de placa caliente: Ratones adultos (10-20 semanas de edad) fueron colocados en jaulas de acrilico
transparente sobre la placa caliente (Buch & Holm, Dinamarca), fijada en 55 ° C. Se midi6 la latencia para responder
con la lambida de la pata trasera y el ratébn se retir6 inmediatamente (Bannon y Malmberg (2007)
Curr.Protoc.Neurosci. 41, 8.9.1-8.9.16). Cada animal se ensayo solo una vez en el mismo dia.

Ensayo de inmersion de cola: Los ratones hembra se inmovilizaron brevemente (1/2-1 min) en un tubo de contencion
durante el procedimiento. El tercio distal de la cola se sumergié en agua a 50°C y se midi6 la latencia para retirar la
cola. Cada animal se ensay6 solo una vez en el mismo dia.

Ensayo de von Frey: el umbral de retirada mecanica sobre la superficie plantar de las patas traseras se midié
utilizando pelos de von Frey calibrados 0,008 g - 1,4 g (Touch-Test ® Sensory Evaluators, North Coast Medical, CA).
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Los pelos de Von Frey que aumentaban la fuerza de flexion se aplicaron cada uno 5 veces para ambos lados de la
zona de la extremidad trasera plantar desde abajo al suelo de malla, y se contd el nimero de retiradas.

Como se muestra en la Figura 5a y 5b, los ratones con sortilina (- / -) mostraron una disminucion significativa en la
respuesta al estimulo térmico respecto de la cola o pata trasera mientras que la respuesta a la estimulacion
mecanica fue inalterada. Este cambio en el fenotipo sensorial es paralelo a aquel observado en ratones con TrpV1 (-
/ =), lo que sugiere fuertemente que la inactivacion de sortilina da como resultado un fenotipo similar a aquel de
TRPV1 (- / -) y por lo tanto que la sortilina esta involucrada en la regulacion funcional de TrpV1 (Caterina et al.
(2000) Science 288, 306-313).

Ejemplo 4: Determinacion del desarrollo de alodina mecanica después de la lesion del nervio ciatico

Los ratones adultos se anestesiaron y se sometieron a lesion selectiva unilateral del nervio (SNI) realizada por la
ligadura del nervio ciatico. Los siguientes 14 dias los animales se sometieron a ensayo para el desarrollo de alodinia
mecanica mediante la medicién del umbral de retirada en la superficie plantar de la extremidad posterior medida con
tos filamentos de von Frey (como se describe en el ejemplo 3) tanto para la pata ipsilateral como contralateral. Como
se ilustra en la Figura 6, fue evidente una diferencia significativa entre ipsilateral tipo salvaje y contralateral n tipo
salvaje (p <0,001) después de 6 dias, mientras que los ratones con sortilina (- / -) fueron protegidos contra la alodinia
mecanica.

Ejemplo 5a: Demostracion de un complejo de receptor Sortilina: TrkA: TrpV1

Las células que expresan sortilina, TrkA y TrpV1, por ejemplo, después de la transfeccion con plasmidos que
codifican los tres receptores, respectivamente, son reticulados con DSP (Pierce) y posteriormente son lisados. El
lisado celular se incuba con el anticuerpo contra sortilina unido covalentemente a perlas de sefarosa. Los complejos
precipitados se eluyen (eluato 1) a partir de las perlas lavadas (tampon acido y posterior neutralizacion) y se
someten a otra ronda de inmunoprecipitacion utilizando anticuerpo anti-TrkA y las proteinas precipitadas se eluyen
(eluato 2) con tampon de carga de SDS. El eluato 1 se compone de sortilina precipitada sola y/o sortilina-trkA,
complejos de sortilina-TrkA-TrpV1 y sortilina-TrpV1 mientras que el eluato 2 soélo contiene los complejos
sortilina-TrkA y/o sortilina-TrkA-TrpV1. El analisis Western blot de TrpV1 en el eluato 2 revela la formacién de un
complejo receptor ternario entre Sortilina, TrkA'y TrpV1 .

Ejemplo 5b: Un procedimiento de deteccion basado en células para identificar agentes que interrumpen la formacion
de complejos entre Sortilina y TrpV1, y/o Sortilina, TrkA y/o TrpV1, respectivamente.

La determinaciéon de la union, internalizacién o sefalizacién por miembros de la familia del receptor de dominio
Vps10p se puede realizar en los sistemas celulares. Las células que expresan sortilina, TrkA y TrpV1 después de
por ejemplo transfeccion con plasmidos que codifican los tres receptores, respectivamente, se incuban con un
compuesto del agente candidato (inhibidor / antagonista ). Dicho agente puede, por ejemplo, representar un
anticuerpo contra cualquiera de los receptores, ligandos de union Sortilina y TrkA tal como proNGF, NGF o,
fragmentos de los respectivos receptores. Después de la incubacion, las células se lavan, complejos de proteinas se
reticulan con DSP (Pierce) y posteriormente se lisan. El lisado celular se incuba con el anticuerpo contra sortilina
unido covalentemente a perlas de sefarosa. Los complejos precipitados se eluyen (eluato 1) a partir de las perlas
lavadas (tampdn de acido y posteriormente la neutralizacion) y ase someten a otra ronda de inmunoprecipitacion
utilizando anticuerpo anti- TrkA y proteinas precipitadas eluidas (eluido 2) con tampén de carga SDS. El eluato 1 se
compone de sortilina precipitada sola y/o sortilina - TrkA, sortilina — TrpV1 y complejos de sortilina - TrkA - TrpV1
mientras que el eluato 2 sélo contiene sortilina - TrkA y/o complejos de sortilina - TrkA - TrpV1. El analisis Western
blot de TrkA y TrpV1 en eluato 1 revela si los compuestos candidatos son capaces de inhibir la formacion de sortilina
- TrkA y el complejo sortilina - TrpV1, respectivamente. El analisis Western blot de TrpV1 en eluato 2 revela si los
compuestos candidatos son capaces de inhibir la formacién del complejo ternario sortilina - TrkA - TrpV1.

Ejemplo 5c: Un procedimiento de deteccién basado en células para identificar antagonistas de receptores que
alteran la sefalizacion por complejos que comprenden Sortilina y TRPV1, y Sortilina, TrkA y/o TRPV1,
respectivamente

Las células que expresan sortilina y TrpV1 con o sin TrkA, por ejemplo, después de la transfeccion con plasmidos
que codifican los receptores relevantes se incuban en ausencia o presencia de antagonistas candidatos. Las células
se monitorean posteriormente por cambios en influjo de calcio mediado por TRPV1 utilizando AM-Fura2. En
resumen, las células transfectadas de manera estable con TrpV1, TrkA y Sortilina se colocan en una placa de cultivo
de tejido de fondo transparente de 96 pocillos (Sigma) y se incuban en medio de Dulbecco de Eagle con 1 yM
AM-Fura2 (Molecular Probes) a 37 °C en la oscuridad durante 30 minutos. Antes de las mediciones de [ Ca2 +], las
células se lavan tres veces y se incuban durante 30 minutos a temperatura ambiente (25 ° C) en solucion salina
fisiolégica tamponada con HEPES (HPSS : NaCl, 120 mM ; KClI, 5,4 mM ; Mg2SQO4, 0,8 mM ; HEPES, 20 mM ; CaCly,
1,8 mM ; glucosa y, 10 mM ; con pH 7,4 ). Las células se estimulan con el agonista de TrpV1 capsaicina y/o agonista
de TrkA NGF y/o otros compuestos candidatos, la fluorescencia se monitorea de inmediato en un lector de placas
Victor Multilabel (PerkinElmer) mediante excitacion alternativamente mediante longitud de onda de 340 y 380 nm vy
midiendo la intensidad de fluorescencia de emisiéon a 510 nm. Todos los experimentos son conducidos a temperatura
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ambiente (25 ° C) y se realizan dentro de 2 horas de carga para cada cubreobjetos. Los datos se expresan como la
relacion de fluorescencia de Fura2 debido a la excitacion a 340 nm y aquella debido a la excitacion a 380 nm
(F340/F380). La eficacia de los antagonistas candidatos en NGF o el influjo de calcio estimulado con capsaicina se
puede determinar comparando la actividad de AM-Fura2 en ausencia o presencia del antagonista que debe ser
ensayado.

Ejemplo 5d: procedimiento de deteccidon basado en vivo para la identificacion de agentes que interrumpen la
formacion de complejos entre Sortilina y TrpV1, y/o Sortilina, TrkA y/o TrpV1, respectivamente

A los ratones se administré un agente potencial (inhibidor o antagonista), por ejemplo por via subcutanea en
ausencia de la presencia de un agente potencial y se evalta el dolor utilizando el ensayo de placa caliente, prueba
de inmersién de cola, Ensayo de von Frey, o el modelo de lesién selectiva del nervio como se describe en los
ejemplos 3 y 4, respectivamente. El ensayo también puede llevarse a cabo siguiendo la administracion subcutanea
de NGF a la pata para inducir el dolor. Si un antagonista demuestra ser eficaz debe ser capaz de obstaculizar la
respuesta de dolor provocada en el ratén. Estudios similares pueden llevarse a cabo en ratones transgénicos que
sobreexpresan sortilina. Tales animales son particularmente Utiles, ya que muestran un aumento en la sensibilidad a
los estimulos nocivos descritos mas arriba.

Ejemplo 6: Un ensayo in vitro para la identificacion de agentes que interrumpen la formaciéon de complejos entre,
Sortilina y TrpV1, y Sortilina, TrkA y/o TrpV1, respectivamente.

La determinaciéon de la union directa de un ligando tal como una molécula organica pequefia, un péptido o un
receptor soluble incluyendo pero sin limitarse a Sortilina, TRPV y TrkA, a la proteina inmovilizada se puede realizar
por ejemplo, analisis de resonancia de plasmon superficial (Biacore, Suecia) utilizando CaHBS como tampén de
desarrollo estandar (HEPES 10 mM, pH 7,4, NaCl 140 mM, CaCl; 2 mM, EGTA 1 mM, y 0,005% de Tween-20). Un
chip biosensor de Biacore (CM5, cat. no. BR-1000-14) se activa utilizando el procedimiento NHS / EDC tal como lo
describe el proveedor, seguido por el revestimiento con receptor que pertenece al receptor de la familia de dominio
Vps10p. Se pueden aplicar varias metodologias diferentes: Los agentes candidatos pueden ser identificados
comparando la sefial de unién (unidades de respuesta) con un chip inmovilizado con uno de los receptores y
comparando esta sefial con una célula de flujo de vacio. En otra metodologia, la inhibicion de un ligando establecido
puede ser monitoreada en ausencia o presencia de inhibidores putativos. La diferencia en la sefial representa el
potencial inhibidor del antagonista. Los datos recogidos se analizaron mediante el ajuste de sensogramas para las
estimaciones de afinidad y potencial inhibidor utilizando el programa Biaevaluation version 3.1.

El ensayo de resonancia de plasmoén de superficie puede ser facilmente transformado en otros ensayos en los que el
receptor de dominio de Vps10p, el ligando o el inhibidor putativo se inmoviliza sobre una fase sélida. Por ejemplo, los
receptores pueden ser inmovilizados en, por ejemplo pocillos de microtitulacion Maxisorp de Nunc (art. 439454)
mediante incubacién durante 16 horas a 4 °C en 50 mM NaHCOs;, pH 9.6. Después del bloqueo utilizando 5 % de
albumina de suero bovino (Sigma, n ° de cat A9647) durante 2 horas a temperatura ambiente, los pocillos se lavan
tres veces con tampon MB (HEPES 10 mM, pH 7,4, NaCl 140 mM, CaCl; 2 mM, y 1 mM de MgCl,) antes de la
incubacion con un ligando etiquetado (por ejemplo yodado) en ausencia o presencia de varias concentraciones de
un inhibidor candidato. Después de la incubacion (por ejemplo durante la noche a 4 ° C) y lavar con tampén MB, la
radiactividad unida es liberada afadiendo SDS al 10%. Se determina la unidon no especifica de trazador para pozos
cubiertos solo con albumina de suero bovino y se sustrae de los valores determinados en los experimentos de union.
El punto de datos de union se puede ajustar a ecuaciones de union utilizando el software Prism de GraphPad,
version 4. Del mismo modo, el antagonista puede ser etiquetado y la union al receptor inmovilizado puede ser
medida directamente En otra configuracion, el receptor, ligando o antagonista puede ser inmovilizado sobre perlas
de centelleo y la unién medida en un ensayo de proximidad de centelleo en el que la molécula de unién al receptor
ha sido etiquetada utilizando radiactividad.

Ejemplo 7: Un procedimiento de deteccion en base a células para identificar agentes capaces de inhibir un receptor
de dominio Vps10p

Un antagonista dirigido contra una entidad complejo del receptor de dominio Vps10p: TRPV : TrkA puede actuar
como un inhibidor de todo el complejo. Por consiguiente , es relevante para la deteccion de agentes capaces de
unirse a, por ejemplo la entidad receptor de dominio Vps10p. Dicho procedimiento se describe en el presente
ejemplo .La determinacion de la union , internalizacion o sefalizacion por miembros de la familia del receptor de
dominio Vps10p se puede realizar en los sistemas celulares. Las células que expresan uno de los receptores, ya sea
en forma enddgena o después de, por ejemplo, la transfeccion con un plasmido que contiene el ADNc del recepto,
se incuban con un ligando marcado radiactivamente, en ausencia y presencia respectivamente , de un compuesto
inhibidor candidato / antagonista. Después de la incubacion, las células se lavan para eliminar la unién no especifica
y posteriormente se cosechan. El grado de union del antagonista candidato/inhibidor al receptor se determina
utilizando un ensayo de radioligando convencional bien conocido por los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo
Bylund y Toews (1993) Am J Physiol. 265(5 Pt 1):L421-9 titulado "Radioligand binding methods: practical guide y
tips". Del mismo modo , la endocitosis/internalizacion puede ser determinada tal como se describe en Nykjaer et al
(1992) FEBS Letters 300:13-17, y en Nielsen et al (2001) EMBO J., 20:2180.
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Ejemplo 8: Procedimientos de tratamiento

El agente activo desarrollado resultante de origen peptidico (basado en posible anticuerpo) liofilizado para ser
disuelto antes de su uso o como una solucion lista para usar de manera que se puede proporcionar por la via de
administracion parenteral (por ejemplo por via intravenosa (IV), intramuscular (IM) o subcutanea (SC). La aplicacion
a mucosa de una forma de dosis sélida también representa una posibilidad en este caso.

Si el agente activo desarrollado resultante es de origen quimico se prepara una formulacion para la administracion
oral, asi como una via potencial por ejemplo, para el uso S.C. o I. M..

El medicamento desarrollado se utiliza para fines profilacticos o se proporciona crénicamente para el tratamiento de
por vida. En el primer caso el agente activo interfiere con, y de ese modo impide, el proceso de eventos moleculares
que se produzcan lo que lleva a la reduccién crénica de umbral de dolor. El medicamento desarrollado también esta
previsto para que sea proporcionado antes de una operacién planificada o tan rapido como sea posible después de
una lesion que implique el tejido nervioso.

En caso de que en ese momento se desarrolle una prueba genética para el diagndstico de los individuos con
predisposicién a desarrollar dolor neuropatico, el medicamento debe utilizarse cuando fuera posible en relaciéon con
un diagndstico de este tipo, por ejemplo como un tratamiento teranostico

Teniendo una condiciéon de dolor crénico tal como dolor neuropatico desarrollado, es decir, se ha producido el nivel
de umbral de activacion, el tratamiento crénico con el medicamento representa otra posibilidad. La justificacion
razonada es constantemente ser capaz de suprimir los eventos moleculares manteniendo el umbral de dolor
nociceptivo bajo.

Finalmente, sera posible para co-administrar el medicamento junto con tratamientos convencionales para el dolor
neuropatico por ejemplo, con opiaceos, farmacos anti-inflamatorios no esteroides, anticonvulsivos, antidepresivos
triciclicos y bloqueadores de canales Na+.

Ejemplo 8A: Tratamiento profilactico en caso de lesidon accidental del nervio

Una mujer de 52 afios de edad, se lleva al hospital 30 minutos después de un accidente de trafico en el que se
lesiond el brazo y el hombro y exhibe dolor severo. EI examen objetivo revela que varios musculos del brazo
lesionado se paralizan.

Para prevenir el desarrollo de dolor neuropatico una inyeccion subcutanea del agente de la presente invencion (por
ejemplo, un anticuerpo), por ejemplo 1 mg / kg de peso corporal.

Para reducir el dolor del paciente se trata con opiaceos y NSAIDs. Durante los siguientes dias se sigue el patron
dolor y si la intensidad del dolor no se reduce dentro de los 5 dias se repite el tratamiento con el agente de la
presente invencion.

Ejemplo 8B: Toracotectomia planificada para el funcionamiento del corazén

Un hombre de 60 afios de edad, tiene que pasar por una cirugia de corazon abierto. Tiene antecedentes de dolor
crénico con alodinia mecanica desde una fractura abierta en la pierna hace 20 afios.

El paciente es propenso a desarrollar dolor neuropatico después de la troracotectomia por cuyo motivo el paciente
12 horas antes de la operacion recibe el agente de la presente invencion (por ejemplo, un anticuerpo) en una dosis
de, por ejemplo 1 mg / kg de peso corporal como inyeccion subcutanea. El tratamiento se repite cuando el paciente
se estabiliza después de la operacion por ejemplo, 24 horas mas tarde.

Durante los siguientes dias se sigue el patron de dolor y si la intensidad del dolor no se reduce dentro de 5 dias se
repite el tratamiento con el agente de la presente invencion.

Ejemplo 8C: tratamiento de un paciente con sintomas de dolor neuropatico

Una mujer de 44 afios de edad, con antecedentes de hiperalgesia y alodinia mecanica desarrolladas después de un
accidente de trafico en el que se lesiond el hombro, con la consiguiente paralisis de m. subescapular y m.
supraespinoso busca ayuda para aliviar el dolor.

El paciente esta en tratamiento con 2800 mg de gabapentina diaria. El tratamiento amortigua la intensidad del dolor,
pero aun asi el dolor invalida la vida cotidiana. La intensidad del dolor se vuelve insoportable con el uso del brazo
que luego exige opiaceos para amortiguar.

Ademas del tratamiento con gabapentina el paciente es tratado con el agente de la presente invencién (por ejemplo,
una molécula organica pequefia o un analogo de neurotensina sintética) por ejemplo, 100ug/kg de peso corporal una
vez al dia. Se obtiene un buen efecto y el paciente se encuentra en tratamiento de por vida.
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Ejemplo 9: Determinacion del desarrollo de alodinia mecanica e hiperalgesia térmica después de la ligadura del
nervio espinal

Los ratones adultos fueron anestesiados y sometidos a lesion unilateral del nervio espinal (SNL) realizada por el
corte de la parte distal del nervio espinal L5 al DRG. Los siguientes 12 dias los animales se sometieron a ensayo
para el desarrollo de la alodinia mecanica midiendo el umbral de retirada en la superficie plantar de las extremidades
posteriores medida con filamentos de von Frey (como se describe en el ejemplo 3 y 4) tanto para la pata ipsilateral
como la contralateral. Ademas, los animales se pusieron a prueba durante el mismo periodo de tiempo y tanto en las
patas contralaterales como en las ipsilaterales para el desarrollo de hiperalgesia térmica mediante la exposicion de
las patas traseras a una fuente de calor radiante (Prueba Plantar de Stoelting, procedimiento de Hargreaves) y
midiendo la latencia de retirada de la pata.

Como se ilustra en la Figura 7a (alodinia mecanica) y 7b (hiperalgesia térmica), una diferencia significativa entre
ipsilateral tipo salvaje y contralateral tipo salvaje era evidente sélo 1 dia después de la cirugia, mientras que los
ratones con sortilina (- / -) fueron protegidos contra la alodinia mecanica (Fig. 7a) e hiperalgesia térmica y (Fig. 7b).
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo IgG monoclonal, IgG humanizado o IgG recombinante que se une al receptor Sortilina para su
uso en el tratamiento de dolor neuropatico en un mamifero.

2. El anticuerpo para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el dolor es dolor crénico.

3.  El anticuerpo para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el dolor neuropatico se selecciona del grupo que
consiste en dolor neuropatico periférico, dolor neuropatico central y dolor neuropatico mixto.

4.  El anticuerpo para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el dolor neuropatico se debe a lesién mecanica a
los nervios periféricos o centrales, lesion metabdlica, lesién infecciosa o invasién de cancer de nervios por
tratamiento de tumores y citotdxico.

5. El anticuerpo para su uso segun la reivindicacion 4, en donde la lesion mecanica se debe a lesiones
accidentales, compresion o axotomia.

6. El anticuerpo para su uso segun la reivindicacion 5, en donde la axotomia es amputacion u operacion.

7. El anticuerpo para su uso segun la reivindicacion 6, en donde la lesion metabdlica se debe a neuropatia
diabética.

8. El anticuerpo para su uso segun la reivindicacion 7, en donde la lesién infecciosa se debe a herpes zoéster y

neuropatia por HIV.
9. El anticuerpo para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el dolor es dolor agudo.

10. El anticuerpo para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el mamifero es un ser
humano.
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GST etiquetado con YIL (GST-YIL) y los péptidos especificados
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ES 2745220 T3

Competencia por la union a sSortilina inmovilizadas entre 100 nM
GST etiquetado con YIL (GST-YIL) y los péptidos especificados
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ES 2745220 T3

Competencia por la union a sSortilina inmovilizadas entre 100 nM
GST etiquetado con YIL (GST-YIL) y los peptidos especificados
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