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RESUMO

“TRATAMENTO DE ESTADOS QUE ENVOLVEM DESMIELINIZAQAO”

A invencdo proporciona métodos de tratamento de doencas,
distuarbios ou lesdes que envolvem desmielinizacéao e
dismielinizacéao, incluindo esclerose multipla, através da

administracdao de um antagonista de Sp35.



DESCRIGCAO

“TRATAMENTO DE ESTADOS QUE ENVOLVEM DESMIELINIZAQAO”

Antecedentes da Invencgao
Campo da Invencao

Esta invencao refere-se a neurobioclogia, neurologia e
farmacologia. Mais particularmente, refere-se a antagonistas de
Sp35 para utilizacdo em métodos de tratamento de esclerose

maltipla como definidos nas reivindicagdes.

Técnica Antecedente

Muitas doencas do sistema nervoso estao associadas com
desmielinizacdo e dismielinizacdo, incluindo esclerose multipla
(EM) , leucoencefalopatia multifocal progressiva (LMP) ,
encefalomielite (EPL), mielindlise pontina central (MPC) ,
degeneracdo Walleriana e algumas doencas hereditdrias, tais como
adrenoleucodistrofia, doenca de Alexander e doenca de
Pelizaeus-Merzbacher (PMZ). Entre estas doencas, a EM é a mais
difundida, afectando aproximadamente 2,5 milhdes de pessoas

mundialmente.

A EM comeca geralmente com um padrao de recorréncia-remissao
de envolvimento neuroldgico que depois progride para uma fase
crénica com aumento da lesdo neuroldgica. A EM estd associada

com a destruicao de mielina, oligodendrécitos e axénios



localizados nas lesdes crodnicas. A desmielinizacdo observada na
EM ndo é sempre permanente e a remielinizagdo foil documentada em
fases precoces da doenca. A remielinizacgcao dos neurdnios requer

oligodendrdcitos.

Estdao disponiveis varios tratamentos de modificacdo da
doenga para a EM, incluindo a utilizacdo de corticoesterdides e
imunomoduladores, tal como interferdo beta. Além disso, devido
ao papel central dos oligodendrécitos e da mielinizacao na EM,
foram feitos esforgos para desenvolver terapias para aumentar o
numero de oligodendrdécitos ou para intensificar a mielinizacéao.
Ver, e. g., Cohen et al., Pat. U.S. N° 5574009; Chang et al., N.
Engl. J. Med. 346:165-73 (2002) . Contudo, permanece uma

necessidade urgente para conceber terapias adicionais para a EM.

O Pedido de Patente Internacional W02004085648A2, publicado
em 7 de Outubro de 2004, divulga antagonistas de Sp35 para
tratamento de doencas, disturbios e lesdes neuroldgicas através

da promocao da sobrevivéncia neuronal.

Breve Sumdrio da Invencgéo

A presente invencao € baseada na observacao de que o Sp35
(Sp35 é também designado na literatura como LINGO-1 e LRRN6) é
expresso em oligodendrdécitos e regula negativamente a
diferenciacao e sobrevivéncia dos oligodendrécitos e a
mielinizacao dos axénios. Além disso, determinados antagonistas
de Sp35 promovem a sobrevivéncia, proliferacao e diferenciacgéao
dos oligodendrdécitos, assim como a mielinizacgdo dos neurdnios.
Com base nestas observacgdes, a 1invengao proporciona um método
in vitro para promover a diferenciagdo ou a sobrevivéncia de

oligodendrécitos, cujo método compreende colocar em contacto
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oligodendrécitos que expressam Sp35 com uma quantidade eficaz de

uma composicao compreendendo um antagonista de Sp35 (LINGO-1)

seleccionado do grupo consistindo de:

(1)

(i1)

(1ii)

(iv)

um polipéptido Sp35 soluvel que carece de um
dominio transmembranar e de um dominio

citoplasmatico de Sp35;

um anticorpo de Sp35 ou um seu fragmento de

ligacao a antigénio;

um polipéptido antagonista de Sp35 seleccionado do

grupo consistindo de: (a) um polipéptido
anti-sentido; (b) uma ribozima; (c) um pequeno ARN
de interferéncia (siARN) ; e (d) um ARN de

gancho-de-cabelo pequeno (shARN); e

uma combinacao de dois ou mais dos referidos

antagonistas de Sp35.

A presente invencdo também proporciona um antagonista de

Sp35 (LINGO-1)

(1)

(i1)

(1ii)

seleccionado do grupo consistindo de:

um polipéptido Sp35 soluvel que carece de um
dominio transmembranar e de um dominio

citoplasmatico de Sp35;

um anticorpo de Sp35 ou um seu fragmento de

ligacao a antigénio;

um polipéptido antagonista de Sp35 seleccionado do
grupo consistindo de: (a) um polipéptido

anti-sentido; (b) uma ribozima; (c) um pequeno ARN
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de interferéncia (siARN) ; e (d) um ARN de

gancho-de-cabelo pequeno (shARN); e

(iv) uma combinacao de dois ou mais dos referidos

antagonistas de Sp35;

para utilizacdo num método de tratamento de esclerose multipla
num mamifero, através da pPromogao da diferenciacao ou

sobrevivéncia de oligodendrdécitos que expressam Sp35.

Os polipéptidos Sp35 soluveis incluem polipéptidos
compreendendo (i) um dominio de Repeticdo Rico em Leucina (LRR)
de Sp35, (ii) uma regido badsica C-terminal de Sp35 relativamente
ao dominio LRR e (iii) um dominio de dimunoglobulina (Ig) de
Sp35. Em algumas formas de realizacdo, o polipéptido Sp35
soluvel carece de um dominio Ig de Sp35, um dominio LRR de Sp35,
um dominio transmembranar e um dominio citoplasmdtico. Em
algumas formas de realizacéao, 0 polipéptido Sp35 soluvel
compreende um dominio LRR de Sp35 e carece de um dominio Ig de
Sp35, uma regido basica de Sp35, um dominio transmembranar e um
dominio citoplasmatico. Em algumas formas de realizacao, o
polipéptido Sp35 soluvel compreende os residuos aminocacidicos
34-532 da SEQ ID N°: 2.

Em algumas formas de realizacdo, o antagonista de Sp35 é
para ser administrado por injeccao de bdélus ou infusadao crdnica.
Em algumas formas de realizacdo, o polipéptido Sp35 soluvel é
para ser administrado directamente no sistema nervoso central.
Em algumas formas de realizacdo, o polipéptido Sp35 soluvel é
para ser administrado directamente numa lesdao crdnica de EM.

Em algumas formas de realizacgdo, o antagonista de Sp35 é um

polipéptido de fusdo compreendendo uma unidade nao de Sp35. Em
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algumas formas de realizacao, a unidade nao de Sp35 &
seleccionada do grupo consistindo de uma unidade Ig de
anticorpo, uma unidade de albumina sérica, uma unidade de
direccionamento, uma unidade repdrter e uma unidade que facilita
a purificacao. Em algumas formas de realizacao, a unidade Ig de

anticorpo é uma unidade de charneira e Fc.

Em algumas formas de realizacgao, os polipéptidos e
anticorpos utilizados na presente invencao sao conjugados num
polimero. Em algumas formas de realizagdo, o polimero &
seleccionado do grupo consistindo de um polialguilenoglicol, um
polimero de aguUcar e um polipéptido. Em algumas formas de
realizacdo, o polialquilenoglicol é polietilenoglicol (PEG). Em
algumas formas de realizacao, os polipéptidos e anticorpos
utilizados na presente invencao sao conjugados a 1, 2, 3 ou 4
polimeros. Em algumas formas de realizagdo, o peso molecular

total dos polimeros é desde 5000 Da a 100000 Da.

A invencao é definida no conjunto de reivindicagdes anexas.

Breve Descricao dos Desenhos

A Figura 1 é a sequéncia de nucledtidos de um ADNc de Sp35

humano de tamanho total (SEQ ID N°: 1).

A Figura 2 é a sequéncia de aminodcidos de um polipéptido de

Sp35 humano de tamanho total (SEQ ID N°: 2).

A Figura 3 € a sequéncia de nucledtidos de uma sequéncia que
codifica um polipéptido Sp35 de murganho de tamanho total
(SEQ ID N°: 3).



A Figura 4 é a sequéncia de aminodcidos de um polipéptido

Sp35 de murganho de tamanho total (SEQ ID N°: 4).

Figura 5 - Spb (LINGO-1) ¢é expresso em oligodendrdcitos.
Andlise de RT-PCR da expressdao de ARNm de LINGO-1 em culturas
neuronais P13 CG (pl3CGN), de oligodendrécitos e de astrdcitos.
A expressao de GAPDH foi analisada a partir das mesmas amostras

como um controlo interno.

Figuras 6A e 6B — (A) Andlise de RT-PCR da expressao de ARNm
de Sp5 (LINGO-1) a partir de oligodendrdcitos infectados com
ARNi e um controlo nao infectado. A pP-actina foi utilizada como
um padrao interno. (B) Quantificacgdo de oligodendrdécitos maduros

em culturas tratadas com ARNi.

Figura 7 - Expressao de ARNm de Sp35 (LINGO-1) em
oligodendrdécitos em varias fases de desenvolvimento. Os
oligodendrdécitos foram induzidos para se diferenciarem e a
quantificacao de Sp35 foi realizada por RT-PCR. Os dados foram
normalizados para niveis de GAPDH como um controlo interno. Os
oligodendrécitos de progenitor precoce (A2B5") e 0s
oligodendrécitos pré-mielinizantes (04%) mostraram niveis
equivalentes de ARNm de Sp35, mas o nivel de ARNm de Sp35 mais

do que duplicou em oligodendrdécitos maduros (MBP').

Figura 38 - Diferenciacao dependente da dose de
oligodendrdécitos apobs tratamento exdgeno de LINGO-1-Fc,
comparativamente ao tratamento com um polipéptido de controlo
Fc. O0Os dados foram quantificados por contagem do numero de
oligodendrécitos maduros (identificados pela presenca de camadas
de mielina) como uma percentagem de oligodendrécitos 04° totais.

Para cada amostra, foram contadas aproximadamente 800 células.



Figura 9 - Os antagonistas de LINGO-1 (Spb5) regulam RhoA e
Fyn. (A) RhoA-GTP acumula-se em oligodendrdcitos tratados com
LINGO-1-Fc, como detectado por transferéncia de Western. (B)
Expressao e fosforilacdo de Fyn (pFyn) em oligodendrécitos
infectados com lentivirus contendo FL-LINGO-1, DN-LINGO-1 ou

plasmideos de controlo, como detectado por transferéncia de

Western.
Figura 10A - 0Os antagonistas de LINGO-1 promovem a
mielinizacéao axonal através de oligodendrécitos. Andlise

quantitativa da mielinizagao em co-culturas que foram tratadas
com LINGO-1-Fc (10 npg/mL) durante 2 semanas. Para cada amostra,

foram contados dez campos de células coradas para MBP'.

Figura 10B - transferéncia de Western de co-culturas de
4 semanas tratadas com LINGO-1-Fc exdgeno e um polipéptido de
controlo de fc, utilizando anticorpo anti-MBP para detectar a

presencga da proteina MBP.

Figuras 10C e 10D - Andlise de microscopia electrdnica de
co-culturas que foram tratadas com LINGO-1-Fc (C) ou controlo
Fc (D) durante 4 semanas. E indicada a estrutura de nédulo de

Ranvier. Barra da escala: 1,5 um.

Figuras 10E e 10F - Mielinizacao em co-culturas que foram
infectadas com FL-LINGO-1, DN-LINGO-1 e lentivirus de controlo,
durante duas semanas. As células MBP' foram contadas por
imunofluorescéncia (E). Transferéncias de Western de culturas
infectadas com FL-LINGO-1, DN-LINGO-1 e lentivirus de controlo
analisadas para MBP e para LINGO-1, utilizando um anticorpo para

o0 marcador de hemaglutinina (F).



Figura 10G - Mielinizacado em co-culturas em que apenas as
células ganglionares da raiz dorsal (infectadas com DRG) ou
oligodendrécitos (infectados com oligo) ou ambas (ambas
infectadas) foram infectadas com FL-LINGO-1, DN-LINGO-1 e

lentivirus de controlo.

Figuras 11A e 11B - Microscopia electrdénica mostrando (A)
andlise wvisual e (B) gquantitativa de fibras axonais mielinizadas
em espinha dorsal de murganhos Pl de tipo selvagem e silenciados
para LINGO-1. Quatro espinhas dorsais foram analisadas; para
cada amostra, foram contados dez campos de fibras axonais
mielinizadas. Os dados mostrados sd&o os valores médios de todas

as medicdes.

Figura 12 - Murganhos tratados com cuprizona foram
injectados cirurgicamente com Sp5-Fc (LINGO-1-Fc) ou com um
polipéptido de controlo, como aqui descrito. Os animais que
recebem o tratamento de Sp35-Fc apresentaram uma sobrevivéncia
aumentada de oligodendrdécitos maduros (com base em coloracgao de

anticorpo CC1l).

Figura 13 - Ensaio TUNEL de células PCl2 diferenciadas,
18 horas apds retirada de NGF, tratadas com Sp35-Fc (LINGO-1-Fc)
ou um controlo. As células tratadas com Spb-Fc tinham menos

células a sofrer apoptose.

Figura 14 - Apoptose em células PCl2 diferenciadas privadas
de apoio trdéfico, 18 horas apds remocdo de NGF do meio de
cultura tratado com Sp35-Fc (LINGO-1), inibidor da caspase zVAD
ou um polipéptido de controlo. As c¢élulas tratadas com o

polipéptido de controlo mostraram a maior morte celular.



Figura 15 - Transferéncia de Western de co-culturas tratadas
com LINGO-1-Ig-Fc exdgeno, LINGO-1-Ig-Fc mutante (arginina na
posicao 456 alterada para histidina), LINGO-1-Fc e um
polipéptido de controlo de fc¢, utilizando anticorpo anti-MBP

para detectar a presencga da proteina MBP.

Figura 16 - Transferéncia de Western de 4 co-culturas
tratadas com péptidos ciclicos de LINGO-1-Ig exdgeno e péptidos
ciclicos de LINGO-1-Ig mutado, como descrito no Exemplo 6,
utilizando anticorpo anti-MBP para detectar a presengca da

proteina MBP.

Descricao Detalhada da Divulgacao

Definicdes

Salvo definicdo em contrdrio, todos os termos técnicos e
cientificos aqui utilizados tém o mesmo significado como
geralmente compreendido por um técnico com conhecimento geral na
matéria a que esta divulgacao pertence. No caso de conflito, o
presente pedido governara, incluindo as definig¢des. Salvo
requerido em contrario, pelo contexto, o0s termos no singular
incluirdao os termos no plural e os termos no plural incluirao os

termos no singular.

Embora métodos e materiais semelhantes ou equivalentes
aqueles aqui descritos possam ser utilizados na prdatica ou teste
da presente divulgacdo, os métodos e materiais adegquados séo
descritos abaixo. Os materiais, métodos e exemplos sao apenas
ilustrativos e nao pretendem ser limitativos. Outras
caracteristicas e vantagens da divulgacgdo serdo evidentes a

partir da descricao detalhada e das reivindicacgdes.
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De modo a definir adicionalmente esta divulgacao, sao

proporcionados os seguintes termos e definicgdes.

44 44

Deverd notar—-se que o termo “um” ou “uma” entidade, refere-
se a uma ou mais dessas entidades; por exemplo, “uma molécula de
imunoglobulina” ¢é entendida como representar uma ou mais
moléculas de imunoglobulina. Como tal, os termos “um” (ou

4

“uma’), um ou mais” e ‘“pelo menos um” podem ser aqui

indistintamente utilizados.

Ao longo desta descricao e das reivindicacgdes, a palavra
“compreende” ou variacgdes como “compreendem” ou “compreendendo”
indicam a inclusao de qualquer entidade ou grupo de entidades,
mas nao a exclusao de qualquer outra entidade ou grupo de

entidades.

Como aqui utilizado, uma “quantidade terapeuticamente
eficaz” refere-se a uma quantidade eficaz, em dosagens e durante
periodos de tempo necessdarios, para conseguir um resultado
terapéutica desejado. Um resultado terapéutico pode ser, e. g.,
a atenuacadao dos sintomas, sobrevivéncia prolongada, mobilidade
melhorada e semelhantes. Um resultado terapéutico ndo necessita

ser uma “cura”.

Como aqui wutilizado, uma “quantidade ©profilacticamente
eficaz” refere-se a uma quantidade eficaz, em dosagens e durante
periodos de tempo necessdrios, para conseguir o resultado
profildctico desejado. Tipicamente, uma vez que € utilizada uma
dose profildctica em individuos antes ou numa fase precoce da
doenga, a quantidade profilacticamente eficaz serd menor do gue

a quantidade terapeuticamente eficaz.
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Como aqui wutilizado, um “polinucledétido” pode conter a
sequéncia de nucledtidos da sequéncia de ADNc de tamanho total,
incluindo as sequéncias 5’ e 3’ nado traduzidas, sequéncias
codificantes, assim como fragmentos, epitopos, dominios e
variantes da sequéncia de &cido nucleico. O polinucledtido pode
ser composto de qualqgquer polirribonucledtido ou
polidesoxirribonucledtido que pode ser ARN ou ADN nao modificado
ou ARN ou ADN modificado. Por exemplo, os polinucledétidos podem
ser compostos de ADN de cadeia dupla e cadeia simples, ADN gue é
uma mistura de regides de cadeia simples e dupla, ARN de cadeia
simples e dupla, ARN que ¢ uma mistura de regides de cadeia
simples e dupla, moléculas hibridas compreendendo ADN e ARN que
podem ser de cadeia simples ou, mails tipicamente, de cadeia
dupla ou uma mistura de regides de cadeia simples e dupla. Além
disso, o0s polinucledétidos podem ser compostos de regides de
cadeia tripla compreendendo ARN ou ADN ou ambos ARN e ADN. Os
polinucledétidos podem  também conter uma ou mais bases
modificadas ou estruturas de ADN ou ARN modificado por questdes
de estabilidade ou outras razdes. As Dbases “modificadas”
incluem, por exemplo, bases tritiladas e bases nao comuns, tal
como inosina. Uma variedade de modificacdes pode ser realizada
em ADN e ARN; assim, “polinucledétido” abrange formas modificadas

quimicamente, enzimaticamente ou metabolicamente.

Na presente divulgacdo, um polipéptido pode ser composto de
aminodcidos ligados uns aos outros por ligacdes peptidicas ou

ligagdes peptidicas modificadas, i. e., isoésteres peptidicos, e

pode conter aminodacidos diferentes dos 20 aminodcidos
codificados geneticamente (e. g., aminodcidos de ocorréncia néao
natural). O0Os polipéptidos da presente divulgacdo podem ser

modificados por processos naturais, tal como processamento
pbés—-traducao, ou por técnicas de modificacao quimica que sao bem

conhecidas no campo técnico. Tais modificagdes sao bem descritas
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em textos basicos e em monografias mais detalhadas, assim como
numa volumosa literatura de investigacdao. As modificacdes podem
ocorrer em qualquer local no polipéptido, incluindo a estrutura
peptidica, as cadeias laterais aminoacidicas e nos terminais
amino ou carboxilo. Deve ser entendido que o mesmo tipo de
modificacdao pode estar presente no mesmo grau ouU em graus
variados em diversos locais num dado polipéptido. Além disso, um
dado polipéptido pode conter muitos tipos de modificacgdes. Os
polipéptidos podem ser ramificados, por exemplo, como resultado
de ubiquitinacédo, e podem ser ciclicos, com ou sem ramificacéo.
Os polipéptidos ciclicos, ramificados e ciclicos ramificados
podem resultar de processos naturais de pds-traducdo ou podem
ser realizados por métodos sintéticos. As modificagdes incluem
acetilacao, acilacao, ADP-ribosilacao, amidacao, ligacao
covalente de flavina, ligacao covalente de um grupo hémico,
ligagdo covalente de um nucledétido ou derivado de nucleédtido,
ligagao covalente de um 1lipido ou derivado de 1lipido, ligacéao
covalente de fosfotidilinositol, reticulacao, ciclizacao,
formacao de 1ligacao perssulfureto, desmetilacao, formacao de
reticulados covalentes, formagcdo de cisteina, formacao de
piroglutamato, formilacao, gama-carboxilacao, glicosilacao,
formacdo de é&ancora de GPI, hidroxilacdo, i1odinacdo, metilacao,
miristoilacao, oxidacdo, pegilacao, processamento proteolitico,
fosforilacédo, prenilacado, racemizacgao, selenoilacao, sulfatacao,
adigdo mediada por ARN de transferéncia de aminodcidos a
proteinas, tais como arginilacdao e wubiquitinacdo. (ver, por
exemplo, Proteins - Structure And Molecular Properties, 22 Ed.,
T. E. Creighton, W. H. Freeman and Company, Nova Iorque (1993);
Posttranslational Covalent Modification of Proteins, B. C.
Johnson, Ed., Academic Press, Nova Iorque, pg. 1-12 (1983);
Seifter et al., Meth Enzymol 182: 626-646 (1990); Rattan et al.,
Ann NY Acad Sci 663:48-62 (1992)).
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Os termos “fragmento”, “variante”, *“derivados” e *“andlogos”
quando se referem a um antagonista de Sp35 da presente
divulgacgao, incluem quaisquer moléculas de antagonista que
retenham, pelo menos, alguma capacidade para inibir a actividade
de Sp35. 0Os antagonistas de Sp35, como aqui descritos, podem ai
incluir moléculas de fragmento, variante ou derivado, sem
limitacdo, desde que o antagonista de Sp35 ainda tenha a sua
funcdo. O0s polipéptidos Sp35 soluveis da presente divulgacao
podem incluir fragmentos proteoliticos, fragmentos de delecdo de
Sp35 e, em particular, fragmentos que mais facilmente chegam ao
local de accao gquando administrados num animal. Os fragmentos de
polipéptidos incluem ainda qualquer porcao do polipéptido que
compreenda um epitopo antigénico ou imunogénico do polipéptido
nativo, incluindo epitopos lineares assim como tridimensionais.
Os polipéptidos Sp35 soluveis da presente divulgacdo podem
compreender regides Sp35 variantes, 1incluindo fragmentos como
acima descritos e também polipéptidos com sequéncias de
aminodcidos alteradas devido a substituicgdes, delegbes ou
insercdes de aminodcidos. As variantes podem ocorrer
naturalmente, tal como uma variante alélica. Por uma *“variante
alélica” entende-se formas alternativas de um gene gue ocupa um
dado locus num cromossoma de um organismo. Genes II, Lewin, B.,
ed., John Wiley & Sons, Nova Iorque (1985). As variantes de
ocorréncia nao natural podem ser produzidas utilizando técnicas
de mutagénese conhecidas no campo técnico. 0Os polipéptidos Sp35
soluveis podem compreender substituicgdes, delecgdes ou adigdes de
aminodcidos, conservadoras ou ndo conservadoras. Os antagonistas
de Sp35 da presente divulgacao podem também incluir moléculas
derivadas. Por exemplo, o0s polipéptidos Sp35 soluveis da
presente divulgacao podem incluir regides Sp35 que foram
alteradas de modo a apresentarem caracteristicas adicionais néao
encontradas no polipéptido nativo. 0Os exemplos incluem proteinas

de fusao e conjugados proteicos.
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Na presente divulgacao, um “fragmento de polipéptido”
refere-se a uma pequena sequéncia de aminodcidos de um
polipéptido Sp35. Os fragmentos proteicos podem estar “isolados”
ou compreendidos num polipéptido maior do qual o fragmento forma
uma parte da regiao. Os exemplos representativos de fragmentos
de polipéptido da invencado incluem, por exemplo, fragmentos
compreendendo cerca de 5 aminocdcidos, cerca de 10 aminoacidos,
cerca de 15 aminodcidos, cerca de 20 aminocdcidos, cerca de
30 aminoacidos, cerca de 40 aminodacidos, cerca de
50 aminodcidos, cerca de 60 aminodcidos, cerca de
70 aminodcidos, cerca de 80 aminodcidos, cerca de 90 aminodcidos

e cerca de 100 aminodcidos de comprimento.

Anticorpo ou Imunoglobulina. Num exemplo, o0s antagonistas de
Sp35 para utilizacdo nos métodos de tratamento aqui divulgados
sdo moléculas de *anticorpo” ou “imunoglobulina”, ou o0s seus
fragmentos imunoespecificos, e. g., moléculas de anticorpo ou
imunoglobulina de ocorréncia natural ou moléculas ou fragmentos
de anticorpo manipulados que se ligam ao antigénio de um modo
semelhante as moléculas de anticorpo. Os termos “anticorpo” e
“imunoglobulina” sao aqui indistintamente utilizados. Um
anticorpo ou imunoglobulina compreende, pelo menos, o dominio
varidavel de uma cadeia pesada e compreende normalmente, pelo
menos, os dominios varidveis de uma cadeia pesada e de uma
cadeia leve. As estruturas bdsicas de imunoglobulina em sistemas
vertebrados sao relativamente bem entendidas. Ver, e. g., Harlow
et al., Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 22 ed. 1988).

Como sera discutido mais detalhadamente abaixo, o termo
“imunoglobulina” compreende cinco amplas classes de polipéptidos
que podem ser distinguidas Dbioguimicamente. Todas as cinco

classes estdo claramente no Aambito da divulgagdo e a seguinte
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discussdo serd geralmente dirigida a classe IgG de moléculas de
imunoglobulina. No que diz respeito a IgG, uma molécula padréao
de imunoglobulina compreende dois polipéptidos de cadeia leve
idénticos, de peso molecular aproximadamente 23000 Daltons e
dois polipéptidos de cadeia pesada idénticos, de peso molecular
53000-70000. As quatro <cadeias sao tipicamente 1ligadas por
ligagdes perssulfureto num configuracdo em “Y” em qgque dgue as
cadeias leves se associam as cadeias pesadas, comecando na boca

do “Y” e continuando através da regido variavel.

As cadeias leves e pesadas estao divididas em regides de
homologia estrutural e funcional. Os termos “constante” e
“varidavel” sao utilizados funcionalmente. Quanto a isto, deve
ser entendido que os dominios varidveis das porcdes da cadeia
leve (Vy) e pesada (Vy) determinam o reconhecimento e a
especificidade do antigénio. Inversamente, 0s dominios
constantes da cadeia leve (Cy) e da cadeia pesada (Cygl, Cy2 ou
Cy3) conferem importantes propriedades Dbioldgicas, tais como
secrecdo, mobilidade transplacentdria, ligacdao do receptor Fc,
ligacadao do complemento e semelhantes. Por convencao, a numeragao
dos dominios da regido constante aumenta a medida gue estdo mais
distais do local de ligacao ao antigénio ou ao terminal amino do
anticorpo. A porgdo do N-terminal & regido varidvel e a porgao
C-terminal ¢é uma regiado constante; os dominios Cy3 e Cy
compreendem, de facto, o terminal carboxilo da cadeia pesada e

leve, respectivamente.

As cadeias leves sao classificadas como kapa ou lambda
(k, A). Cada classe de cadeia pesada pode ser ligada com uma
cadeia leve kapa ou lambda. Em geral, as cadeias leves e pesadas
sao ligadas covalentemente entre si e as porcdes da “cauda” das
duas cadeias pesadas sao ligadas entre si através de ligacdes

perssulfureto covalentes ou ligacdes nao covalentes, quando as

15



imunoglobulinas s&do produzidas por hibridomas, células B ou
células hospedeiras geneticamente manipuladas. Na cadeia pesada,
as sequéncias de aminodcidos correm do N-terminal nas
extremidades bifurcadas da configuracao Y para o C-terminal na
base de cada cadeia. Os especialistas na técnica entenderao qgue
as cadeias pesadas sao classificadas como gama, mu, alfa, delta
ou épsilon, (y, B, o, o, ¢€) com algumas subclasses entre elas
(e. g., vl-v4). E a natureza desta cadeia que determina a
“classe” do anticorpo como IgG, IgM, IgA IgG ou IgE,
respectivamente. As subclasses de imunoglobulina (isotipos),
€. g., IgGq, IgGy, I1gGs, IgGy, IgAq, etc., estao bem
caracterizadas e sao conhecidas por conferirem especializacao
funcional. As versdes modificadas de cada uma destas classes e
isotipos sao prontamente discerniveis ao especialista face a
presente divulgacdo e, desta forma, estdo no admbito da presente

divulgacao.

Como acima indicado, a regido varidvel permite ao anticorpo
reconhecer selectivamente e 1ligar especificamente epitopos em
antigénios. Isto é, o dominio V;, e o dominio Vy de um anticorpo
combinam-se para formar a regido varidvel que define um local de
ligagao ao antigénio tridimensional. Esta estrutura de anticorpo
quaternaria, forma o local de ligacdo ao antigénio, presente na
extremidade de cada braco do Y. Mais especificamente, o local de
ligagcdo ao antigénio é definido por trés regides determinantes
de complementaridade (CDR) em cada uma das cadeias Vg e Vp. Em
alguns casos, e. g., determinadas moléculas de imunoglobulina
derivadas de espécies camelideas ou manipuladas com base em
imunoglobulinas camelideas, uma molécula de imunoglobulina
completa pode consistir apenas de cadeias pesadas, sem cadeias
leves. Ver, e. g., Hamers-Casterman et al., Nature 363:446-448

(1993).
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Em anticorpos de ocorréncia natural, as seis “regides
determinantes de complementaridade” ou “CDR” presentes em cada
dominio de 1ligacdo ao antigénio sdo sequéncias curtas, néao
contiguas, de aminodcidos que estdo especificamente posicionadas
para formar o dominio de ligacdo ao antigénio, a medida gque o
anticorpo assume a sua configuracao tridimensional num ambiente
aquoso. O0s restantes aminodcidos nos dominios de 1ligacdo ao
antigénio, referidos como regides de “estrutura’”, mostram menos
variabilidade intermolecular. As regides de estrutura adoptam
largamente uma conformacao de folha P e as CDR formam ansas que
ligam, e em alguns casos formam parte, da estrutura de folha Bf.
Assim, as regides de estrutura actuam de modo a formar uma
armagcao que proporciona o posicionamento das CDR na orientacao
correcta através de interacgdes nao covalentes, intercadeia. O
dominio de ligacdo ao antigénio formado pelas CDR posicionadas
define wuma superficie complementar ao epitopo no antigénio
imunorreactivo. Esta superficie complementar promove a ligacéao
nao covalente de anticorpo ao seu epitopo cognato. Os
aminodcidos compreendendo as CDR e as regides de estrutura,
respectivamente, podem ser prontamente identificados através de
qualquer regido varidvel de cadeia pesada ou leve dada, por um
técnico com conhecimento geral na matéria, uma vez que foram
definidas precisamente (ver, “Sequences of Proteins of
Immunological Interest”, Kabat, E., et al., U.S. Department of
Health and Human Services, (1983); e Chothia e Lesk, J. Mol.
Biol., 196: 901-917 (1987)).

Em espécies camelideas, contudo, a regido varidvel da cadeia
pesada, referida como VyH, forma a totalidade da CDR. As
principais diferencas entre regides varidveis de VzH de
camelideas e aquelas derivadas de anticorpos convencionais (Vg)
incluem (a) mails aminodcidos hidrofdbicos na superficie de

contacto da cadeia leve de Vy comparativamente a regiao
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correspondente em VyH, (b) uma CDR3 mais longa em VgH e (c) a
ocorréncia frequente de uma ligacao perssulfureto entre CDR1 e

CDR3 em VgzH.

Num exemplo, uma molécula de ligagdo ao antigénio da
divulgagcao compreende, pelo menos, uma CDR de cadeia pesada ou
leve de uma molécula de anticorpo. Noutro exemplo, uma molécula
de ligacdo ao antigénio da divulgacadao compreende, pelo menos,
duas CDR de uma ou mais moléculas de anticorpo. Noutro exemplo,
uma molécula de ligacgcao ao antigénio da divulgacao compreende,
pelo menos, trés CDR de uma ou mais moléculas de anticorpo.
Noutro exemplo, uma molécula de ligacdao ao antigénio da
divulgacao compreende, pelo menos, qgquatro CDR de uma ou mais
moléculas de anticorpo. Noutro exemplo, uma molécula de ligacéao
ao antigénio da divulgacdo compreende, pelo menos, cinco CDR de
uma ou mais moléculas de anticorpo. Noutro exemplo, uma molécula
de 1ligagcao ao antigénio da divulgacao compreende, pelo menos,
seis CDR de uma ou mais moléculas de anticorpo. As moléculas de
anticorpo exemplificativas compreendendo, pelo menos, uma CDR
que podem ser incluidas nas moléculas de ligacdao ao antigénio em
questao sao conhecidas na técnica e as moléculas

exemplificativas sao agqui descritas.

Os anticorpos ou o0s seus fragmentos imunoespecificos para
utilizagcdao nos métodos da divulgagdao incluem, mas nao estéao
limitados a, anticorpos policlonais, monoclonais,
multiespecificos, humanos, humanizados, primatizados ou
quiméricos, anticorpos de cadeia simples, fragmentos de ligacao
a epitopo, e. g., Fab, Fab’ e F(ab’)2, Fd, Fv, Fv de cadeia
simples (scFv), anticorpos de cadeia simples, Fv 1ligados por
perssulfureto (sdfFv), fragmentos compreendendo um dominio Vp ou
Vi, fragmentos produzidos por uma biblioteca de expressao de Fab

e anticorpos anti-idiotipicos (anti-Id) (incluindo, e. g.,
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anticorpos anti-Id para ligar moléculas aqui divulgadas). As
moléculas de ScFv sado conhecidas na técnica e sao descritas,
e. g., na Patente U.S. 5892019. As moléculas de imunoglobulina
ou de anticorpo da divulgacao podem ser de qualquer tipo (e. g.,
IgG, IgE, IgM, IgD, IgA e IgY), classe (e. g., IgG;, IgG;, IgGs,

IgGs, IgA; e IgA,) ou subclasse de molécula de imunoglobulina.

Os fragmentos de anticorpo, incluindo anticorpos de cadeia
simples, podem compreender a regido ou regides variaveis
isoladamente ou em combinacao com a totalidade ou uma porgao do
seguinte: regido de charneira, dominios Cgl, Cy2 e Cy3. Estéao
também incluidos na divulgagcao os fragmentos de 1ligacao ao
antigénio também compreendendo gualgquer combinagdo de regiao ou
regides varidveis com uma regido de charneira, dominios Cgl, Cz2
e Cy3. O0s anticorpos ou os seus fragmentos imunoespecificos para
utilizacdo nos métodos de diagnédéstico e terapéuticos aqui
divulgados podem ser de qgqualquer origem animal, incluindo aves e
mamiferos. De um modo preferido, os anticorpos sadao anticorpos de
humano, murino, burro, coelho, cabra, cobaio, camelo, lama,
cavalo ou galinha. Noutro exemplo, a regido varidvel pode ser de
origem condrictdéide (e. g., de tubardes). Como agqui utilizado,
anticorpos “humanos” incluem anticorpos gque tém a sequéncia de
aminodcidos de um imunoglobulina humana e incluem anticorpos
isolados de bibliotecas de imunoglobulinas humanas ou de animais
transgénicos para uma ou mais imunoglobulinas humanas e que nao
expressam imunoglobulinas enddégenas, como descrito infra e, por

exemplo, na Pat. U.S. N° 5939598 de Kucherlapati et al.

Como aqui utilizado, a expressao “porcgcao de cadeia pesada”
inclui sequéncias de aminodcidos derivadas de uma cadeia pesada
de imunoglobulina. Um polipéptido compreendendo uma porgao de
cadeia pesada compreende, pelo menos, um de: um dominio Cygl, um

dominio de charneira (e. g., regidao de charneira superior, média
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e/ou inferior), um dominio Cy2, um dominio Cy3 ou uma variante ou
um seu fragmento. Por exemplo, um polipéptido de ligacdo pode
compreender uma cadeia polipeptidica compreendendo um dominio
Cgl; uma cadeia polipeptidica compreendendo um dominio Cyl, pelo
menos uma porg¢ao de um dominio de charneira e um dominio Cg2; uma
cadeia polipeptidica compreendendo um dominio Cyl e um dominio
Cy3; uma cadeia polipeptidica compreendendo um dominio Cyl, pelo
menos uma porg¢ao de um dominio de charneira e um dominio Cy3, ou
uma cadeia polipeptidica compreendendo um dominio Cyl, pelo menos
uma porcdo de um dominio de charneira, um dominio Cg2 e um
dominio Cg3. ©Noutro exemplo, um polipéptido da divulgacao
compreende uma cadeia polipeptidica compreendendo um dominio Cy3.
Além disso, um polipéptido de ligagdo pode carecer, pelo menos,
de uma porgao de um dominio Cy2 (e. g., todo ou uma parte de um
dominio Cy2). Como acima apresentado, serd entendido por um
técnico com conhecimento geral na matéria que estes dominios
(e. g., as porgdes de cadeia pesada) podem ser modificados de
modo que variem na sequéncia de aminodcidos da molécula de

imunoglobulina de ocorréncia natural.

Em determinados anticorpos antagonistas de Sp35 ou 0s seus
fragmentos imunoespecificos para utilizagdo nos métodos de
tratamento aqui divulgados, as porgdes de cadeia pesada de uma
cadeia polipeptidica de um multimero sdo idénticas aquelas numa
segunda cadeia polipeptidica do multimero. Alternativamente, os
mondémeros contendo porgcao de cadeia pesada nao sao idénticos.
Por exemplo, cada mondmero pode compreender um local de ligacgéao
ao alvo diferente, formando, por exemplo, um anticorpo

biespecifico.

As porcdes de cadeia pesada de um polipéptido de ligacéao
para utilizagdo nos métodos de diagndstico e tratamento aqui

divulgados, podem ser derivadas de diferentes moléculas de
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imunoglobulina. Por exemplo, uma porcao de cadeia pesada de um
polipéptido pode compreender um dominio Cygl derivado de uma
molécula de IgG; e uma regido de charneira derivada de uma
molécula de IgGs;. Noutro exemplo, uma porcao de cadeia pesada
pode compreender uma regiao de charneira derivada, em parte, de
uma molécula de IgG; e, em parte, de uma molécula de IgGs;. Noutro
exemplo, uma porcao de cadeia pesada pode compreender uma
charneira quimérica derivada, em parte, de uma molécula de IgG;

e, em parte, de uma molécula de IgGy.

Como aqui utilizado, a expressao “porcao de cadeia leve”
inclui sequéncias de aminodcidos derivadas de uma cadeia leve de
imunoglobulina. De um modo preferido, a porcao de cadeia leve

compreende, pelo menos, um dominio Vi ou Ci.

Uma molécula isolada de 4acido nucleico que codifica uma
variante nado natural de um ©polipéptido derivado de uma
imunoglobulina (e. g., uma porc¢ao de cadeia pesada ou uma pPorgao
de cadeia leve de imunoglobulina) pode ser criada por introducao
de uma ou mais substituicdes, adigdes ou delecgdes de nucledtido
na sequéncia de nucledétidos da imunoglobulina, de modo que uma
ou mais substituicgdes, adigdes ou delegdes de aminodcido sejam
introduzidas na proteina codificada. As mutacgdes podem ser
introduzidas por técnicas convencionais, tais como mutagénese
dirigida e mutagénese mediada por PCR. De um modo preferido, as
substituig¢des conservadoras de aminodcidos sd@o realizadas em um

ou mais residuos de aminodcidos nao essenciais.

Os anticorpos ou o0s seus fragmentos imunoespecificos para
utilizacdo nos métodos de tratamento aqui divulgados, podem
também ser descritos ou especificados em termos da sua afinidade
de ligacdo a um polipéptido da divulgagcdao. As afinidades de

ligacao preferidas incluem aquelas com uma constante de
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dissociacao ou Kd menor dqgue 5x10 72 M, 1077 M, 5x10°° M, 107° M
5x10°* M, 10* M, 5x10° M, 10° M, 5x10° M, 10° M, 5x10 M
1007 ™, 5x10% ™M, 10° M, 5x10° M, 10° M, 5x107'° M, 107 M,
5x10°7 M, 107 M, 5x10** M, 10 M, 5x10*° M, 10 M, 5x10 " M
107" M, 5x107"° M ou 10" M.

Os anticorpos ou os seus fragmentos imunoespecificos para
utilizacdao nos métodos de tratamento agqui divulgados, actuam
como antagonistas de Sp35 como aqui descrito. Por exemplo, um
anticorpo pode funcionar como um antagonista, blogueando ou

inibindo a actividade supressora do polipéptido Sp35.

Como aqui utilizado, pela expressao “anticorpo quimérico”,
entende-se qualquer anticorpo em que a regiao ou local
imunorreactiva é obtida ou derivada de uma primeira espécie e a
regido constante (que pode ser intacta, parcial ou modificada) é
obtida de uma segunda espécie. Em exemplos preferidos, a regiao
ou local de ligacdo ao alvo serda de uma fonte ndo humana (e. g.,

murganho ou primata) e a regido constante é humana.

Como aqui wutilizado, a expressao “anticorpo manipulado”
refere-se a um anticorpo em que o dominio wvaridvel na cadeia
pesada ou leve ou em ambas ¢é alterado por, pelo menos,
substituicdo parcial de uma ou mais CDR de um anticorpo de
especificidade conhecida e, se necessario, por substituicéo
parcial da regido de estrutura e alteracgdao de sequéncia. Embora
as CDR possam ser derivadas de um anticorpo da mesma classe, ou
mesmo subclasse, que o anticorpo do qual as regides de estrutura
sdo derivadas, estd contemplado gue as CDR serdo derivadas de um
anticorpo de classe diferente e, de um modo preferido, de um
anticorpo de uma espécie diferente. Um anticorpo manipulado em
que uma ou mais CDR “dadoras” de um anticorpo nao humano de

especificidade conhecida ¢é enxertado numa regido de estrutura de
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cadeia pesada ou leve humana é aqui referido como um “anticorpo
humanizado”. Pode nao ser necessario substituir todas as CDR com
as CDR completas da regido varidvel dadora para transferir a
capacidade de ligacdo ao antigénio de um dominio variavel para
outro. Mais exactamente, pode apenas ser necessario transferir
aqueles residuos gque sdo necessarios para manter a actividade do
local de ligacao ao alvo. Dadas as explicacdes apresentadas em,
e. g., Pat. U.S. N° 5585089, 5693761, 5693762 e 6180370, estara
bem dentro da competéncia dos especialistas na técnica, por
realizacao de experimentacao de rotina ou por tentativa e erro,

obter um anticorpo humanizado ou manipulado funcional.

Como aqui utilizado, os termos “ligado”, “fundido” ou
“fusao” sao utilizados indistintamente. Estes termos referem-se
a ligacdo conjunta de dois mais elementos ou componentes, por
quaisquer meios incluindo conjugacgao quimica ou meios
recombinantes. Uma “fusdo em-grelha” refere-se a ligacdo de duas
ou mais grelhas da leitura aberta (ORF) para formar uma ORF
continua mais longa, de um modo que mantenha a grelha de leitura
correcta das ORF originais. Assim, a proteina de fusao
recombinante resultante ¢é uma Unica proteina contendo dois ou
mais segmentos que correspondem a polipéptidos codificados pelas
ORF originais (cujos segmentos nao estao normalmente assim
ligados na natureza). Embora a grelha de leitura seja assim
tornada continua ao longo dos segmentos fundidos, os segmentos
podem estra fisica ou espacialmente separados, por exemplo,

através de uma sequéncia ligante em-grelha.

No contexto de polipéptidos, uma “sequéncia linear” ou uma
“sequéncia” ¢é uma ordem de aminocdcidos num polipéptido no
sentido do terminal amino para carboxilo em que residuos
vizinhos na sequéncia estdo contiguos na estrutura primdria do

polipéptido.
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Como aqui wutilizado, o termo *“expressao” refere-se a um
processo através do qual um gene produz um produto biogquimico,
por exemplo, um ARN ou polipéptido. O processo inclui qualqgquer
manifestacdao da presencga funcional do gene dentro da célula
incluindo, sem limitacao, inactivacdao génica, assim como
expressdo transiente e expressdo estavel. Inclui, sem limitacao,
transcricao do gene em  ARN mensageiro (ARNm) , ARN de
transferéncia (tARN), ARN de gancho-de-cabelo pequeno (shARN),
ARN de interferéncia pequeno (siARN) ou qualquer outro produto
de ARN e a traducgdo de tal ARNm em polipéptido(s). Se o produto
final desejado for bioquimico, a expressao inclui a criacao do

produto bioquimico e quaisquer precursores.

Por *“individuo” ou “individual” ou “animal” ou *“doente” ou
“mamifero” entende-se qualquer individuo, particularmente um
individuo mamifero, para o qual é desejado diagndstico,
progndéstico ou terapia. Os individuos mamiferos incluem, mas nao
estdao limitados a, humanos, animais domésticos, animais de
criacao, animais de Jjardim =zooldgico, animais desportivos,
animais de estimagao, tais como caes, gatos, cobaios, coelhos,
ratos, murganhos, cavalos, gado bovino, vacas; primatas, tais
como simios, macacos, orangotangos e chimpanzés; canideos, tais
como caes e lobos; felideos, tais como gatos, ledes e tigres;
equideos, tais como <cavalos, burros e =zebras; animais para
alimentacao, tais como vacas, porcos e ovelhas; ungulados, tais
como veados e girafas; roedores, tais como murganhos, ratos,
hamsters e <cobaios; e assim por diante. Em determinados

exemplos, o mamifero é um individuo humano.

O termo “ARN de interferéncia” ou *“ARNi” refere-se ao
silenciamento ou diminuicdo da expressdo génica por siARN. E o
processo de silenciamento génico pds—-transcricao, especifico de

sequéncia, em animais e plantas, iniciado por siARN que &

24



homdélogo na sua regido duplex a sequéncia do gene silenciado. O
gene pode ser enddgeno ou exdgeno ao organismo, presente
integrado num cromossoma ou presente num vector de transfeccéao
que ndo estd integrado no genoma. A expressao do gene é
totalmente ou parcialmente inibida. O ARNi pode também ser
considerado para inibir a funcao de um ARN alvo; a funcao do ARN

alvo pode ser completa ou parcial.

Sp35 (LINGO-1/LRRN6)

A divulgacao é baseada na verificacdo de que os antagonistas
de Sp35 aumentam o numero de oligodendrdcitos através da
promogcao da sua sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacao.
Além disso, a requerente verificou que os antagonistas de Sp35
promovem a mielinizagdo de neurdnios. Sem se pretender estar
limitado pela teoria, parece que a actividade promotora de
mielinizacdo produzida por antagonistas de Sp35 estd separada
dos efeitos na proliferacao de oligodendrdcitos.

O Sp35 humano de ocorréncia natural € uma proteina
glicosilada, especifica do sistema nervoso, consistindo de
614 aminoacidos (FIG. 1; SEQ ID N°: 2). O polipéptido Sp35
humano contém um dominio LRR consistindo de 14 repeticbes ricas
em leucina (incluindo Cap no N- e C-terminal), um dominio de Ig,
uma regido transmembranar e um dominio citoplasmético (FIG. 2).
0 dominio citoplasmatico contém um local de fosforilagdo de
tirosina candénico. Além disso, a proteina Sp35 de ocorréncia
natural contém uma sequéncia de sinal, uma curta regido béasica
entre LRRCT e o dominio de Ig, e uma regido transmembranar entre
o dominio de Ig e o dominio citoplasmatico (FIG. 2). O gene Sp35
humano contém coddes de iniciacao de tradugao alternativos, de

modo que seis aminodcidos adicionais (MQVSKR; SEQ ID N°: 5)
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podem ou nao estar presentes no N-terminal da sequéncia de sinal
de Sp35. A Tabela 1 lista os dominios de Sp35 e outras regides,
de acordo com o numero do residuo de aminodcido, com base na

sequéncia na FIG. 1.

Tabela 1
Dominio ou Regido Residuo Inicial Residuo Final
Sequéncia de sinal 1 33 ou 35
LRRNT 34 ou 36 64
LRR 66 89
LRR 90 113
LRR 114 137
LRR 138 161
LRR 162 185
LRR 186 209
LRR 210 233
LRR 234 257
LRR 258 281
LRR 282 305
LRR 306 329
LRR 330 353
LRRCT 263 414 ou 416
Bésico 415 ou 417 424
Ig 419 493
Sequéncia de 494 551
ligacao
Transmembranar 552 576
Citoplasmatico 577 614
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A distribuicdo no tecido e a expressao de desenvolvimento de
Sp35 foram estudados em humanos e ratos. A biologia de Sp35 foi
estudada num modelo de animal experimental (rato). A expressao
de Sp35 de rato estd localizada em neurdénios do sistema nervoso
e oligodendrécitos do cérebro, como determinado por
transferéncia de Northern e coloragdao imuno-histoquimica. O
nivel de expressao do ARNm de Sp35 em rato é regulado em termos
de desenvolvimento, atingindo o pico logo apds o nascimento,
i. e., cerca do dia um pds—-nascimento. Num modelo de 1leséao
transeccional da espinha dorsal de rato, o Sp35 ¢é regulado
positivamente no local de lesao, como determinado por RT-PCR.
Além disso, foi demonstrado que o Sp35 interage com o Receptor
Nogo66 (receptor Nogo). Ver, e. g., Pedido de Patente
Internacional N° PCT/LJS2004/00832. Contudo, o receptor-1 Nogo
nao & expresso em oligodendrécitos e qualguer impacto de Sp35 na
biologia do oligodendrdécito deve ocorrer através de uma via

independente do receptor Nogo.

Utilizacgdo Médica de Antagonistas de Sp35

Um exemplo da presente divulgacdo proporciona métodos para
tratamento de uma doenca, disturbio ou lesao associada com
dismielinizacdo ou desmielinizagao, e. g., esclerose multipla
num animal que sofre de tal doencga, cujo o método compreende,
consiste essencialmente ou consiste da administracdo ao animal,
de uma quantidade eficaz de um antagonista de Sp35 seleccionado
do grupo consistindo de um polipéptido Sp35 soluvel, um

anticorpo de Sp35 e um polinucledtido do antagonista de Sp35.

Adicionalmente, a divulgagcao ¢ dirigida a um método para
promover a mielinizacdo de neurdénios num mamifero compreendendo,

consistindo essencialmente ou consistindo da administracao de
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uma gquantidade terapeuticamente eficaz de um antagonista de Sp35
seleccionado do grupo consistindo de um polipéptido Sp35
soluvel, um anticorpo de Sp35 e um polinucledtido do antagonista

de Sp35.

Um exemplo adicional da presente divulgacao proporciona
métodos para tratamento de uma doenga, disturbio ou lesao
associada com a morte de oligodendrdécitos ou perda de
diferenciacao, e. g., esclerose multipla, doenca de
Pelizaeus—-Merzbacher ou leucodistrofia da célula globdide
(doenca de Krabbe), num animal qgque sofre de tal doenca, cujo
método compreende, consiste essencialmente ou consiste da
administracdao ao animal, de uma gquantidade eficaz de um
antagonista de Sp35 seleccionado do grupo consistindo de um
polipéptido Sp35 soluvel, um anticorpo de Sp35 e um
polinucledtido do antagonista de Sp35.

Outro aspecto da divulgacdo inclui um método para promover a
proliferacdao, diferenciacdo e sobrevivéncia de oligodendrdcitos
num mamifero compreendendo, consistindo essencialmente ou
consistindo da administracao de uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um antagonista de Sp35 seleccionado do grupo
consistindo de um polipéptido Sp35 soluvel, um anticorpo de Sp35

e um polinucledtido do antagonista de Sp35.

Um antagonista de Sp35, e. g., um polipéptido Sp35 soluvel,
um anticorpo de Sp35 ou um polinucledétido do antagonista de
Sp35, para ser utilizado nos métodos de tratamento aqui
divulgados, pode ser preparado e utilizado como um agente
terapéutico que para, reduz, previne ou i1inibe a capacidade de
Sp35 para regular negativamente a mielinizacgcdo de neurdnios por
oligodendrdécitos. Adicionalmente, o antagonista de Sp35 a ser

utilizado nos métodos de tratamento aqui divulgados pode ser
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preparado e wutilizado como um agente terapéutico que para,
reduz, previne ou inibe a capacidade de Sp35 para regular
negativamente a diferenciacao, proliferacdao e sobrevivéncia dos

oligodendrdcitos.

Exemplos adicionais da divulgacdo incluem um método de
indugdo da proliferagdo ou sobrevivéncia de oligodendrécitos
para tratar uma doenca, disturbio ou lesdo que envolve a
destruicdo de ©oligodendrécitos ou mielina compreendendo a
administracdo a um mamifero, no local da doenca, disturbio ou
lesao, ou perto deste, de uma quantidade suficiente para reduzir

a inibicao da extensao axonal e promover a mielinizacgao.

Nos métodos da presente divulgacdao, um antagonista de Sp35
pode ser administrado por administracao directa de um
polipéptido Sp35 soluvel, anticorpo de Sp35 ou polinucledtido do
antagonista de Sp35 ao doente. Alternativamente, o antagonista
de Sp35 pode ser administrado por um vector de expressao gue
produz o antagonista de Sp35 especifico. Em determinados
exemplos da divulgacdo, um antagonista de Sp35 é administrado
num método de tratamento que inclui: (1) transformar ou
transfectar uma célula hospedeira implantdvel com um A&cido
nucleico, e. g., um vector qgque expresse um antagonista de Sp35;
e (2) implantar a célula hospedeira transformada num mamifero,
no local de uma doenca, disturbio ou lesdao. Por exemplo, a
célula hospedeira transformada pode ser implantada no local de
uma lesdo crénica de EM. Em alguns exemplos da divulgacgao, a
célula hospedeira implantdavel ¢é removida de um mamifero,
temporariamente cultivada, transformada ou transfectada com um
dcido nucleico isolado que codifica um antagonista de Sp35, e
implantada de volta no mesmo mamifero ao qual foi removida. A
célula pode ser, mas nao é requerido que seja, removida do mesmo

local em que ¢é implantada. Tails exemplos, por vezes conhecidos
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como terapia génica ex vivo, podem proporcionar uma fonte
continua do antagonista de Sp35, localizada no local de accao,

por um periodo de tempo limitado.

As doencas ou disturbios que podem ser tratadas ou
melhoradas pelos métodos da presente divulgacdo incluem doencgas,
disturbios ou lesdes que se relacionam com a dismielinizacdao ou
desmielinizacdo de neurdénios de mamiferos. Especificamente,
doencas e disturbios em que a mielina que circunda o neurdnio
estd ausente, incompleta, nado formada correctamente ou esta a
deteriorar-se. Tal doenca inclui, mas nado estda limitada a,
esclerose multipla (EM), incluindo formas progressivas primarias
e progressivas secundarias, recorrente remitente de EM;

leucoencefalopatia multifocal progressiva (LMP), encefalomielite

(EPL), mielindélise pontina central (MPC), adrenoleucodistrofia,
doenca de Alexander, doenca de Pelizaeus-Merzbacher (PMZ),
leucodistrofia da célula globdide (doenca de Krabbe),

degeneracdo Walleriana, neurite éptica e mielite transversa.

As doengas ou disturbios que podem ser tratadas ou
melhoradas pelos métodos da presente divulgacdao incluem doencgas,
distuirbios ou lesdes que se relacionam com a morte ou auséncia
de proliferagcdao ou diferenciagcao dos oligodendrécitos. Tal
doenca inclui, mas ndo esta limitada a, esclerose multipla (EM),

leucoencefalopatia multifocal progressiva (LMP), encefalomielite

(EPL), mielindélise pontina central (MPC), adrenoleucodistrofia,
doengca de Alexander, doenga de Pelizaeus-Merzbacher (PMZ),
leucodistrofia da célula globdide (doenca de Krabbe) e

degeneracao Walleriana.

As doencas ou disturbios que podem ser tratados ou
melhorados pelos métodos da presente divulgacgdo, incluem doencgas

ou disturbios neurodegenerativas. Tais doencas incluem, mas néao
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estdao limitadas a, esclerose lateral amiotréfica, doencgca de

Huntington, doenca de Alzheimer e doenca de Parkinson.

Os exemplos de doencas, disturbios ou lesdes adicionais que
podem ser tratados ou melhorados pelos métodos da presente
divulgagao incluem, mas nao estao limitados a, lesdes da espinha
dorsal, mielopatia ou rediculopatia crénica, lesao cerebral
traumdtica, doenga do neurdénio motor, deformacdo, contusao,
parédlise, lesdao pods—-radiacao axonal ou outras complicacgdes
neuroldégicas da quimioterapia, acidente wvascular cerebral,
grandes lacunas, oclusdes de vasos médios a grandes, leucoriose,

neuropatia Odéptica i1isquémica aguda, deficiéncia de vitamina E

(sindrome de deficiéncia isolada, AR, sindrome de
Bassen-Kornzweig), Bl2, B6 (piridoxina - ©pelagra), tiamina,
folato, deficiéncia de acido nicotinico, sindrome de

Marchiafava-Bignami, leucodistrofia metacromdtica, nevralgia do
trigémio, paralisia de Bell ou qualquer lesao neuronal que
requeira regeneragao axonal, re-mielinizacgdo ou sobrevivéncia ou

diferenciacgdo/proliferacdo de oligodendrécitos.

Polipéptidos Sp35 Soluveis

Os antagonistas de Sp35 da presente divulgacao incluem
aqueles polipéptidos gque blogqueiam, inibem ou interferem com a
fungdo bioldgica de Sp35 de ocorréncia natural. Especificamente,
0os polipéptidos Sp35 soluveis da presente divulgagcao incluem
fragmentos, variantes ou o0s seus derivados de um polipéptido
Sp35 soluvel. A Tabela 1 acima descreve os varios dominios do
polipéptido Sp35. 0Os polipéptidos Sp35 soluveis carecem dos
dominios intracelulares e transmembranares do polipéptido Sp35.
Por exemplo, determinados polipéptidos Sp35 soluveis carecem dos

aminodcidos 552-576 que compreendem o dominio transmembranar de
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Sp35 e/ou dos aminocdcidos 577-614 que compreendem o dominio
intracelular de Sp35. Adicionalmente, determinados polipéptidos
Sp35 soltveils compreendem os dominios LRR, dominio de Ig, regiao
bdsica e/ou a totalidade do dominio extracelular (correspondente
aos aminodcidos 34 a 532 da SEQ ID N°: 2) do polipéptido Sp35.
Como um especialista na técnica entenderd, a totalidade do
dominio extracelular de Sp35 pode compreender mais ou poucos
aminodcidos na extremidade do C-terminal ou N-terminal do
polipéptido do dominio extracelular. Como tal, os polipéptidos
Sp35 soltveis para utilizacdo nos métodos da presente divulgacao
incluem, mas nao estao limitados a, um polipéptido Sp35
compreendendo, consistindo essencialmente ou consistindo de
aminodcidos 41 a 525 da SEQ ID N°: 2; 40 a 526 da SEQ ID N°: 2;
39 a 527 da SEQ ID N°: 2; 38 a 528 da SEQ ID N°: 2; 37 a 529 da
SEQ ID N°: 2; 36 a 530 da SEQ ID N°: 2; 35 a 531 da

SEQ ID N°: 2; 34 a 531 da SEQ ID N°: 2; 46 a 520 da
SEQ ID N°: 2; 45 a 521 da SEQ ID N°: 2; 44 a 522 da
SEQ ID N°: 2; 43 a 523 da SEQ 1ID N°: 2; e 42 a 524 da
SEQ ID N°: 2 ou fragmentos, variantes ou derivados de tais

polipéptidos. Os antagonistas do polipéptido Sp35 podem incluir

qualquer combinacdo de dominios como descrito na Tabela 1.

Os polipéptidos Sp35 soluveis adicionais para utilizacdo nos
métodos da presente divulgacao incluem, mas nao estao limitados
a, um polipéptido Sp35 compreendendo, consistindo essencialmente
ou consistindo dos aminodcidos 1 a 33 da SEQ ID N°: 2; 1 a 35 da
SEQ ID N°: 2; 34 a 64 da SEQ ID N°: 2; 36 a 64 da SEQ ID N°: 2;
66 a 89 da SEQ ID N°: 2; 90 a 113 da SEQ ID N°: 2; 114 a 137 da

SEQ ID N°: 2; 138 a 161 da SEQ 1ID N°: 2; 162 a 185 da
SEQ ID N°: 2; 186 a 209 da ©SEQ ID N°: 2; 210 a 233 da
SEQ ID N°: 2; 234 a 257 da SEQ ID N°: 2; 258 a 281 da
SEQ ID N°: 2; 282 a 305 da SEQ ID N°: 2; 306 a 329 da
SEQ ID N°: 2; 330 a 353 da SEQ ID N°: 2; 363 a 416 da
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SEQ ID N°: 2; 417 a 424 da SEQ ID N°: 2; 419 a 493 da
SEQ ID N°: 2; e 494 a 551 da SEQ ID N°: 2 ou fragmentos,

variantes ou derivados de tais polipéptidos.

Os polipéptidos Sp35 soluveis adicionais para utilizacdo nos
métodos da presente divulgacgdo incluem, mas nao estdo limitados
a, um polipéptido Sp35 compreendendo, consistindo essencialmente
ou consistindo dos aminodcidos 1 a 33 da SEQ ID N°: 2; 1 a 35 da
SEQ ID N°: 2; 1 a 64 da SEQ ID N°: 2; 1 a 89 da SEQ ID N°: 2; 1
a 113 da SEQ ID N°: 2; 1 a 137 da SEQ ID N°: 2; 1 a 161 da
SEQ ID N°: 2; 1 a 185 da SEQ ID N°: 2; 1 a 209 da SEQ ID N°: 2;
1 a 233 da SEQ ID N°: 2; 1 a 257 da SEQ ID N°: 2; 1 a 281 da
SEQ ID N°: 2; 1 a 305 da SEQ ID N°: 2; 1 a 329 da SEQ ID N°: 2;
1 a 353 da SEQ ID N°: 2; 1 a 416 da SEQ ID N°: 2; 1 a 424 da
SEQ ID N°: 2; 1 a 493 da SEQ ID N°: 2; 1 a 551 da SEQ ID N°: 2;
1 a 531 da SEQ ID N°:2 e 1 a 532 da SEQ ID N°:2 ou fragmentos,

variantes ou derivados de tais polipéptidos.

Ainda mais polipéptidos Sp35 soluveis para utilizacgcao nos
métodos da presente divulgacgdo incluem, mas nao estdo limitados
a, um polipéptido Sp35 compreendendo, consistindo essencialmente
ou consistindo dos aminodcidos 34 a 64 da SEQ ID N°: 2; 34 a 89
da SEQ ID N°: 2; 34 a 113 da SEQ ID N°: 2; 34 a 137 da
SEQ ID N°: ; 34 a 161 da SEQ ID ©N°: 2; 34 a 185 da
SEQ ID N°: 34 a 209 da SEQ ID N°: 2; 34 a 233 da
34 a 257 da SEQ ID N°: 23 34 a 281 da
34 a 305 da SEQ ID N°: 2; 34 a 329 da
34 a 353 da SEQ ID N°: 2; 34 a 416 da
; 34 a 424 da SEQ ID N°: 2; 34 a 493 da
SEQ ID N°: 2; e 34 a 551 da SEQ ID ©N°: 2 ou fragmentos,

~e

SEQ ID N°:

~e

~e

SEQ ID N°:

~e

2
2
2
SEQ ID N°: 2
2
SEQ ID N°: 2

variantes ou derivados de tais polipéptidos.
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Os polipéptidos Sp35 soluveis adicionais para utilizacgdo nos
métodos da presente divulgacao incluem, mas nao estao limitados
a, um polipéptido Sp35 compreendendo, consistindo essencialmente
ou consistindo dos aminodcidos 34 a 530 da SEQ ID N°: 2; 34 a

531 da SEQ ID N°: 2; 34 a 532 da SEQ ID N°: 2; 34 a 533 da

SEQ ID N°: 2; 34 a 534 da SEQ ID N°: 2; 34 a 535 da
SEQ ID N°: 2; 34 a 536 da SEQ ID N°: 2; 34 a 537 da
SEQ ID N°: 2; 34 a 538 da SEQ ID N°: 2; 34 a 539 da
SEQ ID N°: 2; 30 a 532 da SEQ ID N°: 2; 31 a b32 da
SEQ ID N°: 2; 32 a 532 da SEQ ID N°: 2; 33 a 532 da
SEQ ID N°: 2; 34 a 532 da SEQ ID N°: 2; 35 a 532 da
SEQ ID N°: 2; 36 a 532 da SEQ ID N°: 2; 30 a 531 da
SEQ ID N°: 2; 31 a 531 da SEQ ID N°: 2; 32 a 531 da
SEQ ID N°: 2; 33 a 531 da SEQ ID N°: 2; 34 a 531 da
SEQ ID N°: 2; 35 a 531 da SEQ 1ID N°: 2; e 36 a 531 da
SEQ ID N°: 2 ou fragmentos, variantes ou derivados de tais
polipéptidos.

Ainda mais polipéptidos Sp35 soluveis para utilizagdao nos
métodos da presente divulgacgdo incluem, mas nao estdo limitados
a, um polipéptido Sp35 compreendendo, consistindo essencialmente
ou consistindo dos aminodcidos 36 a 64 da SEQ ID N°: 2; 36 a 89

da SEQ ID N°: 2; 36 a 113 da SEQ ID N°: 2; 36 a 137 da

SEQ ID N°: 2; 36 a 161 da SEQ ID N°: 2; 36 a 185 da
SEQ ID N°: 2; 36 a 209 da SEQ ID N°: 2; 36 a 233 da
SEQ ID N°: 2; 36 a 257 da SEQ ID N°: 2; 36 a 281 da
SEQ ID N°: 2; 36 a 305 da SEQ ID N°: 2; 36 a 329 da
SEQ ID N°: 2; 36 a 353 da SEQ ID N°: 2; 36 a 416 da
SEQ ID N°: 2; 36 a 424 da SEQ ID N°: 2; 36 a 493 da

SEQ ID N°: 2; e 36 a 551 da SEQ 1ID N°: 2 ou fragmentos,

variantes ou derivados de tais polipéptidos.
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Os polipéptidos Sp35 soluveis adicionais para utilizacgdo nos
métodos da presente divulgacao incluem, mas nao estao limitados
a, um polipéptido Sp35 compreendendo, consistindo essencialmente
ou consistindo dos aminodcidos 36 a 530 da SEQ ID N°: 2; 36 a

531 da SEQ ID N°: 2; 36 a 532 da SEQ ID N°: 2; 36 a 533 da

SEQ ID N°: 2; 36 a 534 da SEQ ID N°: 2; 36 a 535 da
SEQ ID N°: 2; 36 a 536 da SEQ ID N°: 2; 36 a b5b37 da
SEQ ID N°: 2; 36 a b538 da SEQ 1ID N°: 2; e 36 a b39 da
SEQ ID N°: 2; ou fragmentos, variantes ou derivados de tais
polipéptidos.

Os polipéptidos Sp35 soluveis adicionais, seus fragmentos,
variantes ou derivados incluem polipéptidos compreendendo o
dominio de Ig de Sp35. Por exemplo, um polipéptido Sp35
compreendendo, consistindo essencialmente ou consistindo de

aminodcidos 417 a 493 da SEQ ID N°: 2; 417 a 494 da

SEQ ID N°: 2; 417 a 495 da SEQ ID N°: 2; 417 a 496 da
SEQ ID N°: 2; 417 a 497 da SEQ ID N°: 2; 417 a 498 da
SEQ ID N°: 2; 417 a 499 da SEQ ID N°: 2; 417 a 500 da
SEQ ID N°: 2; 417 a 492 da SEQ ID N°: 2; 417 a 491 da
SEQ ID N°: 2; 412 a 493 da SEQ ID N°: 2; 413 a 493 da
SEQ ID N°: 2; 414 a 493 da SEQ ID N°: 2; 415 a 493 da
SEQ ID N°: 2; 416 a 493 da SEQ 1ID ©N°: 2; 411 a 493 da
SEQ ID N°: 2; 410 a 493 da SEQ ID N°: 2; 410 a 494 da
SEQ ID N°: 2; 411 a 494 da SEQ ID N°: 2; 412 a 494 da
SEQ ID N°: 2; 413 a 494 da SEQ ID N°: 2; 414 a 494 da
SEQ ID N°: 2; 415 a 494 da SEQ ID N°: 2; 416 a 494 da
SEQ ID N°: 2; 417 a 494 da SEQ ID N°: 2; e 418 a 494 da
SEQ ID N°: 2 ou fragmentos, variantes ou derivados de tais
polipéptidos.

Os polipéptidos Sp35 soluveis adicionais para utilizacgdo nos

métodos da presente divulgacdo incluem um polipéptido Sp35
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compreendendo, consistindo essencialmente ou consistindo de
péptidos do dominio de Ig de Sp35 ou fragmentos, variantes ou
derivados de tais polipéptidos. Especificamente, polipéptidos
compreendendo, consistindo essencialmente ou consistindo das
seguintes sequéncias polipeptidicas: ITX;XyX3 (SEQ ID N°: 6),
ACX1X,X5 (SEQ ID N°: 7), VCX1X5X5 (SEQ ID N°: 8) e  SPX;XyXs
(SEQ ID N°: 9) onde X; é lisina, arginina, histidina, glutamina,
ou asparagina, X, ¢é lisina, arginina, histidina, glutamina ou
asparagina e X3 ¢é 1lisina, arginina, histidina, glutamina ou
asparagina. Por exemplo, o0s péptidos do antagonista do dominio

de Ig de Sp35 incluem um polipéptido compreendendo, consistindo

essencialmente ou consistindo das seguintes sequéncias
polipeptidicas: SPRKH (SEQ ID N°: 10), SPRKK (SEQ ID N°: 11),
SPRKR (SEQ ID N°: 12), SPKKH (SEQ ID N°: 13), SPHKH
(SEQ ID N°: 14), SPRRH (SEQ ID N°: 15), SPRHH (SEQ ID N°: 16),
SPRRR (SEQ ID N°: 17), SPHHH (SEQ ID N°: 18) SPKKK
(SEQ ID N°: 19), LSPRKH (SEQ ID N°: 61), LSPRKK (SEQ ID N°:_),
LSPRKR (SEQ ID N°:_), LSPKKH (SEQ ID N°:_), LSPHKH

(SEQ ID N°:_), LSPRRH (SEQ ID N°:_), LSPRHH (SEQ ID N°:_),

LSPRRR (SEQ ID N°:_), LSPHHH (SEQ ID N°:_) LSPKKK (SEQ ID N°:_),
WLSPRKH (SEQ ID N°:_), WLSPRKK (SEQ ID N°:_), WLSPRKR
(SEQ ID N°:_), WLSPKKH (SEQ ID N°:_), WLSPHKH (SEQ ID N°:_),
WLSPRRH (SEQ ID N°:_), WLSPRHH (SEQ ID N°:_), WLSPRRR
(SEQ ID N°:_), WLSPHHH (SEQ ID N°:_) WLSPKKK (Id SEQ N°:_).

Estes polipéptidos Sp35 soluveis incluem a “ansa RKH” Dbasico
(aminodcidos 456-458 de Arginina-Lisina-Histidina) no dominio de
Ig de Sp35. Pensa-se que este tripéptido bédsico seja importante
para ligacdao do polipéptido do antagonista de Sp35 soluvel ao
polipéptido Sp35 nativo. 0Os péptidos Sp35 soluveis adicionais
que 1incluem um tripéptido basico sao ITPKRR (SEQ ID N°: 20),
ACHHK (SEQ ID N°:21) e VCHHK (SEQ ID N°:22).
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Os polipéptidos Sp35 soluveis adicionais para utilizacgdo nos
métodos da presente divulgacdo incluem um polipéptido Sp35
compreendendo, consistindo essencialmente ou consistindo de
péptidos do dominio de Ig de Sp35 ou fragmentos, variantes ou
derivados de tais polipéptidos. Especificamente, péptidos
compreendendo, consistindo essencialmente ou consistindo das
seguintes sequéncias polipeptidicas: XyXsRKH (SEQ ID N°: 23),
XaXsRRR (SEQ ID N°: 24), X4 XsKK (SEQ ID N°: 25), X4XsHHH
(SEQ ID N°: 26), X4XsRKK (SEQ ID N°: 27), X.XsRKR (SEQ ID N°: 28),
XaXsKKH (SEQ ID N°: 29), X4XsHKH (SEQ ID N°: 30), X4XsRRH
(SEQ ID N°: 31) e XuXsRHH (SEQ ID N°:32) onde X; € qualquer

aminodcido e X5 é aminodacido.

Noutros exemplos, 0os polipéptidos Sp35 soluveis para
utilizagcdo nos métodos da ©presente divulgagdo incluem um
polipéptido Sp35 compreendendo, consistindo essencialmente ou
consistindo de péptidos do dominio de Ig de Sp35 ou fragmentos,

variantes ou derivados de tais polipéptidos. Especificamente,

polipéptidos compreendendo, consistindo essencialmente ou
consistindo das seguintes sequéncias polipeptidicas: ITXgX7Xg
(SEQ ID N°: 68), ACXsX7Xg (SEQ ID N°: 69), VCXeX7Xg

(SEQ ID N°: 70) e SPXgXsXg (SEQ ID N°: 71) onde X; ¢é 1lisina,
arginina, histidina, glutamina ou asparagina, X; € qualguer
aminocdcido e Xg ¢é 1lisina, arginina, histidina, glutamina ou
asparagina. Por exemplo, o0s péptidos do antagonista do dominio
Ig de Sp35 incluem um polipéptido compreendendo, consistindo
essencialmente ou consistindo da seguinte sequéncia

polipeptidica: SPRLH (SEQ ID N°:72).

Noutros exemplos da presente divulgacdo, os polipéptidos
Sp35 soluvels para utilizacdo nos métodos da presente divulgacéao
incluem um polipéptido Sp35 compreendendo, consistindo

essencialmente ou consistindo dos péptidos que contém
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aminodcidos 452-458 no dominio de Ig de Sp35, ou o0s seus
derivados, em que o aminodcido 452 é um residuo de triptofano ou

fenilalanina.

Os polipéptidos Sp35 soluveis adicionais para utilizacdo nos
métodos da presente divulgacdo incluem um polipéptido Sp35
compreendendo, consistindo essencialmente ou consistindo de
péptidos do dominio basico de Sp35. Especificamente, péptidos
compreendendo, consistindo essencialmente ou consistindo das
seguintes sequéncias polipeptidicas: RRARIRDRK (SEQ ID N°: 33),
KKVKVKEKR (SEQ ID N°: 34), RRLRLRDRK (SEQ ID N°: 35), RRGRGRDRK
(SEQ ID N°: 36) e RRIRARDRK (SEQ ID N°: 37).

Os varios polipéptidos Sp35 sollveis exemplificativos e
métodos e materiais para obter estas moléculas para realizar a
presente divulgagdo sao descritos abaixo e/ou podem @ ser
encontrados, e. g., no Pedido de Patente Internacional

N° PCT/US2004/008323.

Os polipéptidos Sp35 soluveis para utilizagdo nos métodos da
presente divulgacdao aqui descritos podem ser ciclicos. A
ciclizacdo dos polipéptidos Sp35 soluveis reduz a liberdade
conformacional de péptidos lineares e resulta numa molécula
estruturalmente mais constrangida. Muitos métodos de ciclizacgao
peptidica sado conhecidos na técnica. Por exemplo, ciclizacgao
“estrutura para estrutura” através da formagcdao de uma ligacéao
amida entre os residuos aminocacidicos do N-terminal e C-terminal
do péptido. O método de ciclizacdao “estrutura para estrutura”
inclui a formacdo de pontes perssulfureto entre dois residuos
aminoacidicos w-tio (e. g., cisteina, homocisteina) .
Determinados péptidos Sp35 soluveis da presente divulgacgao
incluem modificagdes no N- e C-terminal do péptido para formar

um polipéptido Sp35 ciclico. Tais modificag¢des incluem, mas nao
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estdo limitadas, aos residuos de cisteina, residuos de cisteina
acetilados, residuos de cisteina com uma unidade NH, e biotina.
Outros métodos de ciclizacdao peptidica sdao descritos em Li &

Roller. Curr. Top. Med. Chem. 3: 325-341 (2002).

Os polipéptidos Sp35 ciclicos para utilizagdo nos métodos da
presente divulgacao aqui descritos incluem, mas nao estéao
limitados a, C1LSPX5X10X11Cy (SEQ ID N°: ) onde X; ¢é 1lisina,
arginina, histidina, glutamina ou asparagina, X, ¢é 1lisina,
arginina, histidina, glutamina ou asparagina, X3 ¢é 1lisina,
arginina, histidina, glutamina ou asparagina, C tem
opcionalmente uma unidade 1ligada para promover a ciclizacao
(e. g., um grupo acetilo ou biotina) e C, tem opcionalmente uma
unidade 1ligada para promover a ciclizacao (e. g., uma unidade

NHy) .

Os polipéptidos Sp35 soluveis aqui descritos podem ter
varias alteracodes, tais como substituicdes, insercdes ou
delecdes. Por exemplo, as substituig¢des incluem, mas nao estao
limitadas, as seguintes substituicg¢des: valina na posicdo 6 do
polipéptido Sp35 da SEQ ID N°: 2 para metionina; serina na
posicdo 294 do polipéptido Sp35 da SEQ ID N°: 2 para glicina;
valina na posicao 348 do polipéptido Sp35 da SEQ ID N°: 2 para
alanina; arginina na posicao 419 do polipéptido Sp35 para
histidina; arginina na posicdo 456 para acido glutédmico; e

histidina na posicao 458 da SEQ ID N°:2 para valina.

Estdo também contemplados fragmentos correspondentes de
polipéptidos Sp35 soluveis, pelo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%
ou 95% 1idénticos aos polipéptidos da SEQ ID N°: 2 aqui

descritos.
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Como conhecido na técnica, a “identidade de sequéncia” entre
dois polipéptidos € determinada por comparacao da sequéncia de
aminodcidos de um polipéptido com a sequéncia de um segundo
polipéptido. Quando aqui discutido, pode ser determinado se
qualquer polipéptido particular €, pelo menos, cerca de 70%,
75%, 80%, 85%, 90% ou 95% idéntico a um outro, utilizando
métodos e programas de computador/software conhecidos na
técnica, tais como, mas nao limitados a, Programa BESTFIT
(Wisconsin Sequence Analysis Package, versao 8 para Unix,
Genetics Computer Group, University Research Park, Science Drive
575, Madison, WI 53711) . BESTFIT wutiliza o algoritmo de
homologia local de Smith e Waterman, Advances 1in Applied
Mathematics 2: 482-489 (1981), para encontrar o melhor segmento
de homologia entre duas sequéncias. Ao utilizar BESTFIT ou
qualquer outro programa de alinhamento de sequéncias para
determinar se uma sequéncia particular ¢é, por exemplo, 95%
idéntica a uma sequéncia de referéncia, de acordo com a presente
divulgacdo, os paradmetros sdo estabelecidos, naturalmente, de
modo que a percentagem de identidade seja calculada ao longo do
tamanho total da sequéncia polipeptidica de referéncia e dque
sejam permitidas lacunas em homologia até 5% do nUmero total de

aminodcidos na sequéncia da referéncia.

Os polipéptidos Sp35 soluveis para utilizacao nos métodos da
presente divulgacao podem incluir qualquer combinagado de dois ou

mais polipéptidos Sp35 soluveis.

Anticorpos ou o0s Seus Fragmentos Imunoespecificos

Os antagonistas de Sp35 para utilizacdo nos métodos da
presente divulgagdo também incluem anticorpos especificos de

Sp35 ou fragmentos, variantes de ligagcdao ao antigénio, ou
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derivados que sao antagonistas da actividade de Sp35. Por
exemplo, a ligacao de determinados anticorpos de Sp35 a Sp35,
como expresso em oligodendrécitos, Dblogueia a inibicao do
crescimento ou diferenciacdao dos oligodendrdécitos, ou bloqueia a

desmielinizagdo ou dismielinizacdo de neurdnios do SNC.

Determinados anticorpos antagonistas para wutilizacao nos
métodos aqui descritos, ligam-se especificamente ou de um modo
preferido a um fragmento ou dominio particular do polipéptido
Sp35. Tails fragmentos do polipéptido Sp35 incluem, mas nao estao
limitados a, um polipéptido Sp35 compreendendo, consistindo
essencialmente ou consistindo dos aminodcidos 34 a 532; 34 a
417, 34 a 425, 34 a 493, 66 a 532, 66 a 417 (dominio LRR), 66 a
426, 66 a 493, 66 a 532, 417 a 532, 417 a 425 (a rgido béasica de
Sp35), 417 a 424 (a regido basica de Sp3b), 417 a 493, 417 a
532, 419 a 493 (a regiao Ig de Sp35) ou 425 a 532 da SEQ 1ID
N°: 2 ou um polipéptido de Sp35 variante, pelo menos 70%, 75%,
80%, 85%, 90% ou 95% idéntico aos aminodcidos 34 a 532; 34 a
417, 34 a 425, 34 a 493, 66 a 532, 66 a 417, 66 a 426, 66 a 493,
66 a 532, 417 a 532, 417 a 425 (a regido basica de Sp35), 417 a
493, 417 a 532, 419 a 493 (a regiao Ig de Sp35) ou 425 a 532 da
SEQ ID N°:2.

Os fragmentos adicionais do ©péptido Sp35, aos qguais
determinados anticorpos especificos de Sp35, ou fragmentos,
variantes de ligacdao ao antigénio, ou os seus derivados da
presente divulgagdo incluem, mas ndo estdo limitados, aqueles
fragmentos compreendendo, consistindo essencialmente ou
consistindo de uma ou mais repeticgdes ricas em leucina (LRR) de
Sp35. Tais fragmentos incluem, por exemplo, fragmentos
compreendendo, consistindo essencialmente ou consistindo dos
aminodcidos 66 a 89, 66 a 113, 66 a 137, 90 a 113, 114 a 137,
138 a 161, 162 a 185, 186 a 209, 210 a 233, 234 a 257, 258 a
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281, 282 a 305, 306 a 329 ou 330 a 353 da SEQ ID N°: 2. Estéao
também contemplados fragmentos correspondentes de um polipéptido
Sp35 wvariante, pelo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90% ou 95%
idéntico aos aminodcidos 66 a 89, 66 a 113, 90 a 113, 114 a 137,
138 a 161, 162 a 185, 186 a 209, 210 a 233, 234 a 257, 258 a
281, 282 a 305, 306 a 329 ou 330 a 353 da SEQ ID N°: 2.

Os fragmentos do péptido Sp35 adicionais, aos qguais
determinados anticorpos, ou fragmentos, variantes de ligacao ao
antigénio, ou os seus derivados da presente divulgacao incluem,
mas nao estao limitados, aqueles fragmentos compreendendo,
consistindo essencialmente ou consistindo de uma ou mais regides
ricas em cisteina que flanqueiam a LRR de Sp35. Tais fragmentos,
incluem, por exemplo, um fragmento compreendendo, consistindo
essencialmente ou consistindo dos aminocdcidos 34 a 64 da SEQ ID
N°: 2 (a regiao que flanqueia LRR N-terminal (LRRNT)), ou um
fragmento compreendendo, consistindo essencialmente ou
consistindo de aminodcidos 363 a 416 da SEQ ID N°: 2 (a regiao
que flanqueia LRR C-terminal (LRRCT)). Estdo também contemplados
fragmentos correspondentes de um polipéptido Sp35 variante, pelo
menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90% ou 95% idéntico aos aminoacidos 34

a 64 e 363 a 416 da SEQ ID N°: 2.

Noutros exemplos, a presente divulgacao inclui um anticorpo,
ou fragmento, variante de ligagdao ao antigénio, ou 0S8 seus
derivados que se ligam especificamente ou de um modo preferido
a, pelo menos, um epitopo de Sp35, em que o epitopo compreende,
consiste essencialmente ou consiste de, pelo menos, cerca de
quatro a cinco aminocdcidos da SEQ ID N°: 2, pelo menos sete,
pelo menos nove ou entre, pelo menos, cerca de 15 a cerca de
30 aminodcidos da SEQ ID N°: 2. 0Os aminodcidos de um determinado
epitopo da SEQ ID N°: 2 como descrito, podem ser, mas nao

necessitam ser, contiguos ou lineares. Em determinados exemplos,
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o, pelo menos um, epitopo de Sp35 compreende, consiste
essencialmente ou consiste de um epitopo nao linear, formado
pelo dominio extracelular de Sp35 como expresso na superficie de
uma célula ou como um fragmento soluvel, e. g., fundido a uma
regiao Fc de IgG. Assim, em determinadas exemplos o, pelo menos
um, epitopo de Sp35 compreende, consiste essencialmente ou
consiste de, pelo menos 4, pelo menos 5, pelo menos 6, pelo
menos 7, pelo menos 8, pelo menos 9, pelo menos 10, pelo menos
15, pelo menos 20, pelo menos 25, entre cerca de 15 a cerca de
30, ou, pelo menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 ou 100 aminodcidos contiguos ou nao
contiguos da SEQ ID N°: 2, em que o0s aminodcidos ndo contiguos

formam um epitopo através de enrolamento proteico.

Noutros exemplos, a presente divulgacao inclui um anticorpo,
ou fragmento, variantes de ligacdo ao antigénio, ou o0s seus
derivados que se ligam especificamente ou de um modo preferido
a, pelo menos, um epitopo de Sp35, em que o0 epitopo compreende,
consiste essencialmente ou consiste de, além de um, dois, trés,
quatro, cinco, seis ou mais aminocdcidos contiguos ou nao mais
contiguos da SEQ ID N°: 2 como acima descrito, e uma unidade
adicional que modifica a proteina, e. g., uma unidade de hidrato
de carbono pode ser incluida de modo que o anticorpo de Sp35 se
ligue com maior afinidade a proteina alvo modificada do que com
uma versdao nao modificado da proteina. Alternativamente, o
anticorpo de Sp35 ndo se liga de todo a versao nao modificada da

proteina alvo.

Em determinados exemplos, um anticorpo, ou fragmento,
variante de 1ligagdo ao antigénio, ou o0s seus derivados da
divulgacao ligam-se especificamente a, pelo menos, um epitopo de
Sp35 ou fragmento ou variante acima descrito, i. e., liga-se a

tal epitopo mais prontamente do que se ligaria a um epitopo nao
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relacionado, ou aleatdério; liga-se de um modo preferido a, pelo
menos, um epitopo de Sp35 ou fragmento ou variante acima
descrito, 1. e., liga-se a tal epitopo mais prontamente do qgue
se ligaria a um epitopo relacionado, semelhante, homdélogo ou
andlogo; inibe competitivamente a ligacdo de um anticorpo de
referéncia que ele préprio se liga especificamente ou, de um
modo preferido, a um determinado epitopo de Sp35 ou fragmento ou
variante acima descrito; ou liga-se, pelo menos, a um epitopo de
Sp35 ou fragmento ou variante acima descrito com uma afinidade
caracterizada por uma constante de dissociacao Kp menor que cerca
de 5x10% M, cerca de 10° M, cerca de 5x10° M, cerca de 10° M,
cerca de 5x10* M, cerca de 10* M, cerca de 5x10° M, cerca de
10°° M, cerca de 5x10°° M, cerca de 10°°¢ M, cerca de 5x10°’ M,
cerca de 107’ M, cerca de 5x10°° M, cerca de 10°° M, cerca de
5x10°7 M, cerca de 10°° M, cerca de 5x10°1° M, cerca de 1070 M,
cerca de 5x10 %! M, cerca de 107 M, cerca de 5x10 12 M, cerca de
107 M, cerca de 5x10 ' M, cerca de 10 M, cerca de 5x10** M,
cerca de 10" M, cerca de 5x10" M ou cerca de 10 M. Num
aspecto particular, o anticorpo ou o seu fragmento liga-se, de
um modo preferido, a um polipéptido Sp35 humano ou o seu
fragmento, relativamente a um polipéptido Sp35 murino ou o seu

fragmento.

Como utilizado no contexto de constantes de dissociacao de
ligagao a anticorpo, a expressao “cerca de” permite o grau de
variacdo inerente aos métodos utilizados para medir a afinidade
de anticorpo. Por exemplo, dependendo do nivel de precisao da
instrumentacdo utilizada, o erro padrao baseado no numero de
amostras medidas, e arredondando do erro, a expressao “cerca de

1072 M~ pode incluir, por exemplo, desde 0,05 M a 0,005 M.
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Em exemplos especificos, um anticorpo, ou fragmento,
variante de 1ligacao ao antigénio, ou os seus derivados da
divulgacgao, liga-se a polipéptidos Sp35 ou os seus fragmentos ou
variantes com uma velocidade de dissociacao (k(off)) menor ou
igual a 5x107% s, 1072 s, 551072 s' ou 107 sl
Alternativamente, um anticorpo, ou fragmento, variante de
ligacao ao antigénio, ou os seus derivados da divulgacao, liga-
se a polipéptidos Sp35 ou os seus fragmentos ou variantes com
uma velocidade de dissociacao (k(off)) menor ou igual a 5x107% s
', 10% s, 5x107° 8%, ou 107 s, 5x10° s, 10°° s, 5x107 s7' ou

1077 st

Noutros exemplos, um anticorpo, ou fragmento, variante de
ligacao ao antigénio, ou os seus derivados da divulgacao, liga-
se a polipéptidos Sp35 ou o0s seus fragmentos ou variantes com
uma velocidade de ligacao (k(on)) maior ou igual a 10° Mm*! s,
5%10° Mt s, 10* M' s! ou 5x10* M! s!'. Alternativamente, um
anticorpo, ou fragmento, variante de ligacdo ao antigénio, ou os
seus derivados da divulgacado, liga-se a polipéptidos Sp35 ou os
seus fragmentos ou variantes com uma velocidade de ligacao

—1 -1 -1

(k(on)) maior ou igual a 10° M s -, 5x10° M ! s , 10° M sﬂy ou

5x10° M! 5! ou 10’ Mt st.

Num exemplo, um antagonista de Sp35 para utilizacao nos
métodos da divulgagdo ¢é uma molécula de anticorpo, ou o seu
fragmento imunoespecifico. A menos que seja especificamente
assinalado, como agqui utilizado um “seu fragmento” em referéncia
a um anticorpo, refere-se a um fragmento imunoespecifico, 1. e.,
um fragmento especifico de antigénio. Num exemplo, um anticorpo
da divulgacao é uma molécula de ligacao biespecifica,
polipéptido de 1ligacgao, ou anticorpo, e. g., um anticorpo
biespecifico, minicorpo, anticorpo com dominio removido, ou

proteina de fusdo que tem uma especificidade de 1ligacao para
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mais de um epitopo, e. g., mais de um antigénio ou mais de um
epitopo no mesmo antigénio. Num exemplo, um anticorpo
biespecifico tem, pelo menos, um dominio de ligacdo especifico
para, pelo menos, um epitopo em Sp35. Um anticorpo biespecifico
pode ser um anticorpo tetravalente qgue tenha dois dominios de
ligagcdo alvo, especificos para um epitopo de Sp35 e dois
dominios de 1ligacdo alvo, especificos para um segundo alvo.
Assim, um anticorpo biespecifico tetravalente pode ser bivalente

para cada especificidade.

Determinados exemplos da presente divulgacao compreendem a
administracdao de um anticorpo antagonista de Sp35, ou um seu
fragmento imunocespecifico, em que, pelo menos uma fracgao de um
ou mais dos dominios de regido constante foi removida ou entéo
alterada de modo a proporcionar caracteristicas bioquimicas
desejadas, tais como funcgdes efectoras reduzidas, capacidade
para dimerizar nao covalentemente, capacidade aumentada para se
localizar no local de um tumor, semi-vida sérica reduzida, ou
semi-vida sérica aumentada gquando comparada com um anticorpo
inteiro, nao alterado, de aproximadamente a mesma
imunogenicidade. Por exemplo, determinados anticorpos para
utilizacdo nos métodos de tratamento agqui descritos, sao
anticorpos com dominios removidos gque compreendem uma cadeia
polipeptidica semelhante a uma cadeia pesada de imunoglobulina,
mas que carecem, pelo menos, de uma porgcac de um ou mais
dominios de cadeia pesada. Por exemplo, em determinados
anticorpos, um dominio inteiro da regido constante do anticorpo
modificado serd removido, por exemplo, toda ou parte do dominio

Cy2 serd removida.

Em determinados anticorpos antagonistas de Sp35 ou 0s seus
fragmentos imunoespecificos para utilizacao nos métodos

terapéuticos aqui descritos, a porcao Fc pode ser mutada para
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diminuir a funcgcdo efectora wutilizando técnicas conhecidas no
campo técnico. Por exemplo, a delecadao ou inactivacado (através de
mutagdes pontuais ou outros meios) de um dominio de regiao
constante pode reduzir ligacao do receptor de Fc do anticorpo
modificado circulante, aumentando, assim, a localizacao do
tumor. Noutros casos pode ser que as modificagdes da regiao
constante consistentes com a presente divulgacdo moderem a
ligagcdao do complemento e assim reduzam a semi-vida sérica e a
associacdo nao especifica de uma citotoxina conjugada. Contudo,
outras modificagdes da regiao constante podem ser utilizadas
para modificar ligacgdes perssulfureto ou unidades
oligossacarideas que permitem localizacdo melhorada devido a
especificidade antigénica ou flexibilidade aumentada de
anticorpo. O perfil fisioldgico resultante, a biodisponibilidade
e outros efeitos biogquimicos das modificacgdes, tais como
localizagdao do tumor, biodistribuicgdo e semi-vida sérica, podem
ser facilmente medidos e quantificados wutilizando técnicas

imunoldgicas sem experimentacao supérflua.

As formas modificadas de anticorpos ou os seus fragmentos
imunoespecificos para utilizagdo nos métodos de diagndstico e
terapéuticos aqui divulgados, podem ser feitas a partir de
anticorpos parentais ou percursores inteiros utilizando técnicas
conhecidas no campo técnico. As técnicas exemplificativas sao

aquil discutidas mais detalhadamente.

Em determinados exemplos, as regibdes varidveis e constantes
de anticorpos antagonistas de Sp35 ou o0s seus fragmentos
imunoespecificos para utilizacgdao nos métodos de tratamento aqui
divulgados, sao inteiramente humanas. Os anticorpos totalmente
humanos podem ser produzidos utilizando técnicas conhecidas no
campo técnico e como agui descritas. Por exemplo, o0s anticorpos

totalmente humanos contra um antigénio especifico podem ser
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preparados por administracao do antigénio a um animal
transgénico que foi modificado para produzir tais anticorpos em
resposta ao desafio antigénico, mas cujos loci enddégenos foram
desactivados. As técnicas exemplificativas que podem ser
utilizadas para produzir tais anticorpos estao descritas nas
Patentes U.S.: 6150584; 6458592; 6420140. Outras técnicas sao
conhecidas no campo técnico. Os anticorpos totalmente humanos
podem igualmente ser produzidos por varias tecnologias de
apresentacao, e. g., apresentacao de fago ou outros sistemas

virais de apresentacao, como aqui descritos mais detalhadamente.

Os anticorpos antagonistas de Sp35 ou os seus fragmentos
imunoespecificos para utilizacdo nos métodos de diagndstico e
tratamento aqui divulgados, podem ser produzidos ou preparados
utilizando técnicas conhecidas no campo técnico. Em determinados
exemplos, as moléculas de anticorpo ou os seus fragmentos sao
“produzidos recombinantemente’”, i. e., sao produzidos utilizando
tecnologia de ADN recombinante. As técnicas exemplificativas
para produzir moléculas de anticorpo ou os seus fragmentos sao

aquil discutidos mais detalhadamente.

Os anticorpos antagonistas de Sp35 ou os seus fragmentos
imunoespecificos para utilizacdo nos métodos de tratamento aqui
divulgados, incluem derivados que sao modificados, e. g., pela
ligacdao covalente de qualquer tipo de molécula ao anticorpo de
modo gque a ligagao covalente nao previne gque o anticorpo se
ligue especificamente a seu epitopo aparentado. Por exemplo, mas
nao a titulo de 1limitacdo, os derivados de anticorpo incluem
anticorpos que foram modificados, e. g., Ppor glicosilacgao,
acetilacao, pegilacao, fosforilacao, amidacao, derivatizacao por
grupos de proteccdo/blogueamento conhecidos, clivagem
proteolitica, 1ligacdo a um ligando celular ou outra proteina,

etc. Qualquer das numerosas modificag¢des quimicas pode ser
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realizada por técnicas conhecidas, incluindo, mas nao limitadas
a, clivagem quimica especifica, acetilacao, formilacdo, sintese
metabdélica de tunicamicina, etc. Adicionalmente, o derivado pode

conter um ou mais aminodcidos ndo classicos.

Em exemplos preferidos, um anticorpo antagonista de Sp35 ou
o seu fragmento imunoespecifico para utilizacdo nos métodos de
tratamento aqui divulgados, ndo induzird uma resposta imune
prejudicial no animal a ser tratado, e. g., num humano. Num
exemplo, 0os anticorpos antagonistas de Sp35 ou 0s seus
fragmentos imunoespecificos para utilizagdo nos métodos de
tratamento aqui divulgados, sao modificados para reduzir a sua
imunogenicidade utilizando  técnicas reconhecidas no  campo
técnico. Por exemplo, o©0s anticorpos podem ser humanizados,
primatizados, desimunizados, ou podem ser produzidos anticorpos
quiméricos. Estes tipos de anticorpos sdo derivados de um
anticorpo nao humano, tipicamente um anticorpo murino ou de
primata, que retenha ou retenha substancialmente as propriedades
de ligacdao ao antigénio do anticorpo parental, mas que seja
menos imunogénico em humanos. Isto pode ser conseguido por
varios métodos, incluindo (a) enxerto da totalidade dos dominios
varidveis ndo humanos em regides constantes humanas para
produzir anticorpos quiméricos; (b) enxerto, pelo menos, de uma
parte de uma ou mais das regides determinantes de
complementaridade (CDR) nao humanas numa estrutura humana e
regides constantes com ou sem retencdo de residuos criticos de
estrutura; ou (c) transplante da totalidade dos dominios
varidveis nao humanos, mas “mascarando” 0s mesmos Ccom uma Secgao
de tipo humano, por substituicdo de residuos de superficie. Tais
métodos sao divulgados em Morrison et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. 81:6851-6855 (1984); Morrison et al., Adv. Immunol. 44: 65-
92 (1988); Verhoeyen et al., Science 239:1534-1536 (1988);
Padlan, Molec. Immun. 28:489-498 (1991); Padlan, Molec. Immun.
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31:169-217 (1994) e Pat. U.S. N° 5585089, 5693761, 5693762 e
6190370.

A Desimunizacgdo pode também ser utilizada para diminuir a
imunogenicidade de um anticorpo. Como aqui utilizado, o termo
“desimunizacao” inclui a alteracdao de um anticorpo para
modificar epitopos de células T (ver, e. g., documentos
W09852976A1, WO0034317A2). Por exemplo, as sequéncias de Vg e Vi
do anticorpo inicial podem ser analisadas e um “mapa” de
epitopos da célula T humano de cada regiao V que mostra a
posicao dos epitopos em relacdao a regides determinantes de
complementaridade (CDR) e a outros residuos chave dentro da
sequéncia. Os epitopos das células T individuais do mapa de
epitopos da célula T sao analisados de modo a identificar
substituicdes alternativas de aminodcidos com um baixo risco de
alterar a actividade do anticorpo final. E concebida uma gama
alternativa de sequéncias Vg e Vi, compreendendo combinagdes de
substituicdes de aminoacidos e estas sequéncias sao
subsequentemente incorporadas numa gama de polipéptidos de
ligacao, e. g., anticorpos antagonistas de Sp35 ou o0s seus
fragmentos imunocespecificos para wutilizagcdo nos métodos de
diagnéstico e tratamento aqui divulgados, que sao depois
testados para a funcao. Tipicamente, entre 12 e 24 anticorpos
variantes sao produzidos e testados. Os genes completos da
cadeia leve e pesada compreendendo regides C e V humanas
modificadas sao depois clonados em vectores de expressao e 0s
plasmideos subsequentes introduzidos em linhas celulares para a
producao de anticorpo inteiro. Os anticorpos sao depois
comparados em ensaios bioquimicos e bioldgicos apropriados e a

variante déptima é identificada.
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Os anticorpos antagonistas de Sp35 ou os seus fragmentos
para utilizacdo nos métodos da presente divulgacao, podem ser
produzidos por qualquer método adequado conhecido na técnica. Os
anticorpos policlonais podem ser produzidos por VArios processos
bem conhecidos na técnica. Por exemplo, um fragmento
imunoespecifico de Sp35 pode ser administrado a varios animais
hospedeiros incluindo, mas nao limitados a, coelhos, murganhos,
ratos, etc., para 1induzir a producao de soros contendo
anticorpos policlonais especificos para o antigénio. Podem ser
utilizados varios adjuvantes para aumentar a resposta
imunoldgica, dependendo da espécie do hospedeiro, e incluem mas
nao estadao limitados a, adjuvante de Freund (completo e
incompleto), géis minerais, tal como hidrdxido de aluminio,
substéncias tensioactivas, tais como lisolecitina, polidis
pluronic, polianides, péptidos, emulsdes de &éleo, hemocianinas
da lapa Californiana, dinitrofenol e adjuvantes humanos
potencialmente uteis, tais como BCG (bacilo de Calmette-Guerin)
e Corynebacterium parvum. Tais adjuvantes sao também bem

conhecidos na técnica.

Os anticorpos monoclonais podem ser preparados utilizando
uma vasta variedade de técnicas conhecidas no campo técnico,
incluindo a utilizacao de tecnologias de hibridoma, recombinante
e de apresentacao de fagos, ou uma sua combinacdo. Por exemplo,
0s anticorpos monoclonais podem ser produzidos utilizando
técnicas de hibridoma incluindo aquelas conhecidas no campo
técnico e ensinadas, por exemplo, em Harlow et al., Antibodies:
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 22 ed.
(1988); Hammerling et al., em: Monoclonal Antibodies and T-Cell
Hybridomas, Elsevier, N.Y., 563-681 (1981) . A expressao
“anticorpo monoclonal” como aqui utilizada, nédo estd limitada a
anticorpos produzidos através de tecnologia de hibridoma. A

expressao “anticorpo monoclonal” refere-se a um anticorpo que é
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derivado de um unico clone, incluindo qualquer clone
eucaridético, procaridtico ou fago, e nao o método através do
qual é produzido. Assim, a expressdo “anticorpo monoclonal” néo
estda limitada a anticorpos produzidos através de tecnologia de
hibridoma. Os anticorpos monoclonais podem ser preparados
utilizando uma vasta variedade de técnicas conhecidas no campo
técnico, incluindo a wutilizacdo de tecnologias de hibridoma e

recombinante e de apresentacao de fagos.

Utilizando protocolos reconhecidos na técnica, num exemplo,
0s anticorpos sao produzidos em mamiferos através de multiplas
injecg¢gdes subcutédneas ou intraperitoneais do antigénio relevante
(e. g., antigénios de Sp35 purificados ou células ou extractos
celulares compreendendo tais antigénios) e um adjuvante. Esta
imunizacao induz tipicamente uma resposta imune gque compreende a
producao de anticorpos reactivos a antigénio a partir de
esplendécitos ou linfécitos activados. Embora os anticorpos
resultantes possam ser recolhidos a partir do soro do animal
para proporcionar preparagdes de policlonais, ¢ frequentemente
desejavel isolar linfécitos individuais a partir do Dbacgo,
nédulos 1linfaticos ou sangue periférico para proporcionar
preparacdes homogéneas de anticorpos monoclonais (MAb). De um

modo preferido, os linfdécitos sdao obtidos a partir do baco.

Neste processo bem conhecido (Kohler et al., Nature 256: 495
(1975)) os linfdécitos de vida relativamente curta, ou mortais,
de um mamifero que foi injectado com antigénio, sé&o fundidos com
uma linha imortal de células tumorais (e. g., uma linha celular
de mieloma), produzindo assim células hibridas ou *“hibridomas”
que sao imortais e capazes de produzir o anticorpo geneticamente
codificado da célula B. Os hibridos resultantes sao segregados
em estirpes genéticas uUnicas por seleccao, diluicdao e novo

cultivo, com cada estirpe individual compreendendo genes
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especificos para a formacdo de um uUnico anticorpo. Estes
produzem anticorpos que sao homogéneos contra um antigénio
desejado e, com referéncia a sua parentalidade genética pura,

sdao denominados “monoclonais”.

As células de hibridoma assim preparadas s&o inoculadas e
cultivadas num meio de cultura adequado que contém, de um modo
preferido, uma ou mais substidncias que inibem o crescimento ou a
sobrevivéncia das células de mieloma parentais, nao fundidas. Os
especialistas na técnica entenderdao que o0s reagentes, linhas
celulares e meios para a formacao, seleccao e crescimento de
hibridomas estdo comercialmente disponiveis a partir de uma
variedade de fontes e estdao Dbem estabelecidos protocolos
convencionais. Geralmente, o meio de cultura em que as células
de hibridoma sao cultivadas ¢é ensaiado para a produgao de
anticorpos monoclonais contra o antigénio desejado. De um modo
preferido, a especificidade de ligacéao dos anticorpos

monoclonais produzidos por células de hibridoma ¢é determinada

por ensaios in vitro, tais como imunoprecipitacao,
radioimunoensaio (RIA) ou imunoensaio de adsorcdo ligado a
enzima (ELISA). Apds serem identificadas as células de hibridoma

que produzem anticorpos da especificidade, afinidade e/ou
actividade desejadas, os clones podem ser subclonados através de
processos de diluicao limitante e cultivados por métodos
convencionais (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and
Practice, Academic  Press, PP 59-103 (1986)) . Serd ainda
entendido que @ 0s anticorpos monoclonais segregados pelos
subclones podem ser separados do meio de cultura, fluido
ascitico ou soro, por processos convencionais de purificacao,
tais como, por exemplo, proteina-Aa, cromatografia de
hidroxiapatita, electroforese em gel, dialise ou cromatografia

de afinidade.
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Os fragmentos de anticorpo que reconhecem epitopos
especificos podem ser produzidos por técnicas conhecidas. Por
exemplo, os fragmentos Fab e F(ab’)2 pode ser produzidos por
clivagem proteolitica de moléculas de imunoglobulina, utilizando
enzimas, tais como papaina (para produzir fragmentos Fab) ou
pepsina (para produzir fragmentos F(ab’)2). 0Os fragmentos
F(ab’)2 contém a regido varidvel, a regido constante da cadeia

leve e o dominio Cyl da cadeia pesada.

Os especialistas na técnica entenderdao também que anticorpos
ou fragmentos de anticorpo codificados por ADN (e. g., locais de
ligagdo ao antigénio) podem também ser derivados de bibliotecas
de fago de anticorpos. Em particular, esse fago pode ser
utilizado para apresentar dominios de ligagdo ao antigénio
expressos a partir de um repertdrio ou biblioteca combinatdria
de anticorpos (e. g., humano ou murino). Um fago que expressa um
dominio de 1ligacdo ao antigénio gque se 1liga ao antigénio de
interesse pode ser seleccionado ou identificado com antigénio,
e. g., utilizando antigénio marcado ou antigénio ligado ou
capturado numa superficie sdélida ou num granulo. 0Os fagos
utilizados nestes métodos sao tipicamente fagos filamentosos
incluindo dominios de ligacdo a fd e M13 expressos de fagos com
dominios de anticorpo Fab, Fv ou Fv estabilizado com
persulfureto, fundidos recombinantemente ao gene III de fago ou
a proteina do gene VIII. O0Os métodos exemplificativos sao
apresentados, por exemplo, no documento EP 368684 Bl; Patente
U.S. 5969108, Hoogenboom, H. R. e Chames, Immunol. Today 21:371
(2000); Nagy et al. Nat. Med. 8: 801 (2002); Huie et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 98: 2682 (2001); Lui et al., J. Mol. Biol.
315:1063 (2002). Diversas publicacdes (e. g., Marks et al.,
Bio/Technology 10: 779-783 (1992)) descreveram a producdo de
anticorpos humanos de elevada afinidade por arranjo combinatdrio

de cadeias, assim como infeccao combinatdéria e recombinacao
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in vivo como uma estratégia para construir grandes bibliotecas
de fagos. ©Noutro exemplo, pode ser utilizada apresentacao
ribossomal para substituir o bacteridéfago como a plataforma de
apresentacao (ver, e. g., Hanes et al., Nat. Biotechnol. 18:1287
(2000); Wilson et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98: 3750
(2001); ou Irving et al., J. Immunol. Methods 248:31 (2001)).
Ainda noutro exemplo, as bibliotecas de superficie celular podem
ser seleccionadas para anticorpos (Boder et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 97: 10701 (2000); Daugherty et al., J. Immunol.
Methods 243:211 (2000)) . Tais processos proporcionam
alternativas as técnicas tradicionais de hibridoma para o

isolamento e clonagem subsequente de anticorpos monoclonais.

Nos métodos de apresentacao de fagos, os dominios funcionais
de anticorpo sdo apresentados a superficie de particulas féagicas
que contém as sequéncias de polinucledétido que as codificam. Em
particular, as sequéncias de ADN que codificam as regides Vy e Vi
sao amplificadas a partir de Dbibliotecas de ADNc de animal
(e. g., Dbibliotecas de ADNc de humano ou murino de tecidos
linfdides) ou Dbibliotecas de ADNc sintético. Em determinados
exemplos, o ADN que codifica as regides Vg e Vy é ligado, em
conjunto, por um ligante scFv através de PCR e clonado num
vector fagemideo (e. g., pCANTAB 6 ou pComb 3 HSS). O vector é
electroporado em E. coli e a E. coli é infectada com fago
auxiliar. Os fagos utilizados nestes métodos sao tipicamente
fagos filamentosos incluindo fd e M13 e as regides Vg ou Vy sao
geralmente fundidas recombinantemente ao gene III ou gene VIII
do fago. O fago que expressa um dominio de ligacdo ao antigénio
que se liga a um antigénio de interesse (i. e., um polipéptido
Sp35 ou um seu fragmento) podem ser seleccionados ou
identificados com antigénio, e. g., utilizando antigénio marcado
ou antigénio ligado ou capturado numa superficie sdélida ou num
grénulo.
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Os exemplos adicionais de métodos de apresentacdao de fagos
que podem ser utilizados para produzir os anticorpos incluem
aqueles divulgados em Brinkman et al., J. Immunol. Methods 182:
41-50 (1995); Ames et al., J. Immunol. Methods 184:177-186
(1995); Kettleborough et al., Eur. J. Immunol. 24: 952-958
(1994); Persic et al., Gene 187:9-18 (1997); Burton et al.,
Advances in Immunology 57:191-280 (1994); Pedido PCT
N° PCT/GB91/01134; Publicacgdes PCT WO 90/02809; WO 91/10737;
WO 92/01047; WO 92/18619; WO 93/11236; WO 95/15982; WO 95/20401;
e Pat. U.S. N° 5698426; 5223409; 5403484; 5580717; 5427908;
5750753; 5821047; 5571698; 5427908; 5516637; 5780225; 5658727;
5733743 e 5969108.

Como descrito nas referéncias acima, apds seleccao do fago,
as regides codificantes de anticorpo do fago podem ser isoladas
e utilizadas ©para ©produzir anticorpos inteiros, incluindo
anticorpos humanos, ou qualquer outro fragmento de ligagao ao
antigénio desejado, e expressos em qualguer hospedeiro desejado,
incluindo células de mamifero, células de insecto, células
vegetais, leveduras e Dbactérias. Por exemplo, técnicas para
produzir recombinantemente fragmentos Fab, Fab’ e F(ab’)2 podem
também ser empregues utilizando métodos conhecidos na técnica,
tal como aqueles divulgados na publicacdo PCT WO 92/22324;
Mullinax et al., BioTechniques 12 (6):864-869 (1992); e Sawail
et al., AJRI 34: 26-34 (1995); e Better et al., Science
240:1041-1043 (1988).

Os exemplos de técnicas que podem ser utilizada para
produzir Fv de cadeia simples e anticorpos incluem aqueles
descritos na Pat. U.S. N° 4946778 e 5258498; Huston et al.,
Methods 1in Enzymology 203: 46-88 (1991); Shu et al., PNAS 90:
7995-7999 (1993); e Skerra et al., Science 240:1038-1040 (1988).
Para algumas utilizacdes, incluindo a utilizacdao in vivo de
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anticorpos em humanos e ensaios de deteccao in vitro, pode ser
preferivel utilizar anticorpos quiméricos, humanizados ou
humanos. Um anticorpo quimérico é uma molécula em que diferentes
porgdes do anticorpo sao derivadas de diferentes espécies de
animais, tal como anticorpos que tém uma regido variavel
derivada de um anticorpo monoclonal de murino e uma regiao
constante de imunoglobulina humana. 0Os métodos para produzir
anticorpos quiméricos sao conhecidos na técnica. Ver, e. g.,
Morrison, Science 229:1202 (1985); 0i et al., BioTechniques
4:214 (1986); Gillies et al., J. Immunol. Methods 125: 191-202
(1989); Pat. U.S. N° 5807715; 4816567; e 4816397. Os anticorpos
humanizados sao moléculas de anticorpos de anticorpos de
egspécies nao humanas que se ligam o antigénio desejado que tem
um ou mais regides determinantes de complementaridade (CDR) das
espécies nao humanas e regides de estrutura de uma molécula de
imunoglobulina humana. Frequentemente, os residuos de estrutura
nas regides de estrutura humanas serdo substituidas com o
residuo correspondente do anticorpo dador de CDR para alterar,
de um modo preferido, melhorar a ligagao ao antigénio. Estas
substituig¢des de estrutura sdo identificadas por métodos bem
conhecidos na técnica, e. g., por modelacao das interacg¢des da
CDR e residuos de estrutura para identificar residuos de
estrutura importantes para ligacdo ao antigénio e comparacao de
sequéncia para identificar residuos de estrutura ndo comuns em
posicgdes particulares. (ver, e. g., Queen et al., Pat. U.S.
N° 5585089; Riechmann et al., Nature 332: 323 (1988)). Os
anticorpos podem ser humanizados utilizando uma variedade de
técnicas conhecidas no campo técnico incluindo, por exemplo,
enxerto de CDR (Documento EP 239400; Publicacdo PCT WO 91/09967;
Pat. U.S. N° 5225539; 5530101; e 5585089), folheamento ou
renovagao da superficie (documentos EP 592106; EP 519596;
Padlan, Molecular Immunology 28(4/5):489-498 (1991); Studnicka
et al., Protein FEngineering 7(6):805-814 (1994) Roguska. et al.,
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PNAS 91: 969-973 (1994)) e arranjo combinatério de cadeia (Pat.
U.S. N° 5565332).

Os anticorpos totalmente humanos sao particularmente
desejadveis para tratamento terapéutico de doentes humanos. Os
anticorpos humanos podem ser produzidos por uma variedade de
métodos conhecidos na técnica, incluindo métodos de apresentacao
de fagos descritos acima, utilizando bibliotecas de anticorpos
derivadas de sequéncias de imunoglobulina humana. Ver também,
Pat. U.S. N° 4444887 e 4716111; e publicacgdes PCT WO 98/46645,
WO 98/50433, WO 98/24893, WO 98/16654, WO 96/34096, WO 96/33735,
e WO 91/10741.

Os anticorpos humanos podem também ser produzidos utilizando
murganhos transgénicos que sao incapazes de expressar
imunoglobulinas funcionais enddgenas, mas dJgue podem expressar
genes de i1munoglobulinas humanas. Por exemplo, o0s complexos dos
genes de imunoglobulina das cadeias pesada e leve humana podem
ser 1introduzidos aleatoriamente ou por recombinagdao homdéloga em
células estaminais embriondrias de murganho. Alternativamente, a
regido varidvel humana, a regido constante e a regiao de
diversidade podem ser introduzidas em <células estaminais
embriondrias de murganho, além dos genes da cadeia pesada e leve
humana. Os genes de 1imunoglobulina da cadeia pesada e leve de
murganho podem ser tornados nao funcionais, separadamente ou
simultaneamente, com a introducadao de loci de imunoglobulina
humana por recombinacao homdéloga. Em particular, a delecgao
homozigdética da regido JH previne a produgcdao de anticorpo
enddégeno. As células estaminais embriondrias modificadas séo
expandidas e microinjectadas em Dblastocistos para produzir
murganhos quiméricos. Os murganhos quiméricos sao depois
reproduzidos para produzir prole homozigdética que expressa

anticorpos humanos. Os murganhos transgénicos sao imunizados de
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forma normal com um antigénio seleccionado, e. g., toda ou uma
porcao do polipéptido alvo desejado. 0Os anticorpos monoclonais
dirigidos contra o antigénio podem ser obtidos a partir dos
murganhos imunizados, transgénicos, wutilizando tecnologia de
hibridoma convencional. Os transgenes de imunoglobulina humana
abrigados pelos murganhos transgénicos rearranjam-se durante a
diferenciacdo de células B e submetem-se subsequentemente a
permuta de classe e a mutacdo somdtica. Assim, utilizando tal
técnica, ¢é possivel produzir anticorpos de IgG, IghA, IgM e IgE
terapeuticamente uUteis. Para uma vista geral desta tecnologia
para produzir anticorpos humanos, ver Lonberg e Huszar, Int.
Rev. Immunol. 13:65-93 (1995). Para uma discussd&o detalhada
desta tecnologia para produzir anticorpos humanos e anticorpos
monoclonais humanos e protocolos para produzir tais anticorpos,
ver, e. g., publicacdes PCT WO 98/24893; WO 96/34096;
WO 96/33735; Pat. U.S. N° 5413923; 5625126; 5633425; 5569825;
5661016; 5545806; 5814318; e 5939598. Além disso, companhias
tais como Abgenix, Inc. (Freemont, Califdérnia) e GenPharm (San
Jose, Califdérnia) podem ser contratadas para proporcionar
anticorpos humanos dirigidos contra um antigénio seleccionado

utilizando tecnologia semelhante agquela acima descrita.

Os anticorpos totalmente humanos gque reconhecem um epitopo
seleccionado podem ser produzidos utilizando uma técnica
referida como “seleccao guiada”. Nesta abordagem, um anticorpo
monoclonal nao humano seleccionado, e. g., um anticorpo de
murganho, ¢é utilizado para guiar a selecgdo de um anticorpo
totalmente humano que reconhece o0 mesmo epitopo (Jespers et al.,
Bio/Technology 12: 899-903 (1988)). Ver também, Patente U.S.
N° 5565332.
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Noutro exemplo, o ADN que codifica anticorpos monoclonais
desejados pode ser prontamente isolado e sequenciado utilizando
processos convencionais (e. g., através da utilizacao de sondas
oligonucleotidicas que sado capazes de se ligarem especificamente
a genes que codificam as cadeias pesada e leve de anticorpos
murinos). As células de hibridoma isoladas e subclonadas servem
como uma fonte preferida de tal ADN. Uma vez isolado, o ADN pode
ser colocado em vectores de expressao que sao depois
transfectados em células hospedeiras procaridticas ou
eucaridticas, tais como células de E. coli, células COS de
simio, células de Ovadrio de Hamster Chinés (CHO) ou células de
mieloma que de outro modo nao produzem imunoglobulinas. Mais
particularmente, o ADN isolado (que pode ser sintético como aqui
descrito) pode ser utilizado para clonar sequéncias da regiao
constante e varidvel para a producdo de anticorpos como descrito
em Newman et al., Pat. U.S. N° 5658570, apresentada em 25 de
Janeiro de 1995. Essencialmente, esta requer extraccao de ARN a
partir das células seleccionadas, conversao em  ADNc e
amplificagcdo por PCR utilizando iniciadores especificos de Ig.
Os iniciadores adequados para este objectivo sdo também
descritos na Pat. U.S. N° 5658570. Como serd discutido mais
detalhadamente abaixo, as células transformadas gue expressam O
anticorpo desejado podem ser cultivadas em quantidades
relativamente grandes para proporcionar fontes clinicas e

comerciais da imunoglobulina.

Num exemplo especifico, a sequéncia de aminodcidos dos
dominios varidveis da <cadeia pesada e/ou leve pode @ser
inspeccionada para identificar as sequéncias das regides
determinantes de complementaridade (CDR) por métodos que sao bem
conhecidos na técnica, e. g., por comparacao com sequéncias de
aminodcidos conhecidas de outras regides variaveilis de cadeia

pesada e leve, para determinar as regides de hipervariabilidade
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sequencial. Utilizando técnicas de ADN recombinante rotineiras,
uma ou mailis das CDR podem ser 1introduzidas em regides de
estrutura, e. g., em regides de estrutura humanas para humanizar
um anticorpo nao humano. As regides de estrutura podem ser de
ocorréncia natural ou regides de estrutura de consenso e, de um
modo preferido, regides de estrutura humanas (ver, e. g.,
Chothia et al., J. Mol. Biol. 278:457-479 (1998) para uma lista
de regides de estrutura humanas). De um modo preferido, o
polinucledtido produzido rela combinacéao das regides de
estrutura e CDR que codificam um anticorpo que especificamente
se liga a, pelo menos, um epitopo de um polipéptido desejado,
e. g., Sp35. De um modo preferido, uma ou mais substituicgdes de
aminodcidos podem ser realizadas dentro das regides de estrutura
e, de um modo preferido, as substituicdes de aminodacidos
melhoram a ligacao do anticorpo ao seu antigénio.
Adicionalmente, tais métodos podem ser utilizados para fazer
substituicdes ou delecgdes de aminodcidos de um ou mais residuos
de cisteina da regido variadvel que participa numa ligagdo de
perssulfureto de intra-cadeia para ©produzir moléculas de
anticorpo que carecem de uma ou mais ligagdes de perssulfureto
intra-cadeia. Outras alteracdes ao polinucledtido estao
abrangidas pela presente divulgacao e dentro da especialidade da

técnica.

Além disso, podem ser utilizadas técnicas desenvolvidas para
a produgcdo de “anticorpos quiméricos” (Morrison et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. 81:851-855 (1984); Neuberger et al., Nature
312:604-608 (1984); Takeda et al., Nature 314:452-454 (1985))
por splice de genes de uma molécula de anticorpo de murganho de
especificidade antigénica apropriada, em conjunto, com genes de
uma molécula de anticorpo humana de actividade bioldgica
apropriada. Como aqui utilizado, um anticorpo quimérico ¢é uma

molécula em que diferentes porgdes sao derivadas de diferentes
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espécies animais, tais como aguelas que tém uma regido variavel
derivada de um anticorpo monoclonal murino e uma regiao
constante de imunoglobulina humana, e. g., anticorpos

humanizados.

Alternativamente, as técnicas descritas para a produgao de
anticorpos de cadeia simples (pat. U.S. N° 4694778; Bird,
Science 242: 423-442 (1988); Huston et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 85: 5879-5883 (1988); e Ward et al., Nature 334:544-554
(1989)) podem ser adaptadas para produzir anticorpos de cadeia
simples. Os anticorpos de cadeia simples sao formados por
ligacao dos fragmentos da cadeia pesada e leve da regiao Fv
através de uma ponte aminoacidica, resultando num anticorpo de
cadeia simples. Também podem ser utilizadas técnicas para a
montagem de fragmentos Fv funcionais em E. coli (Skerra et al.,

Science 242:1038-1041 (1988)).

Os anticorpos antagonistas de Sp35 podem também ser
anticorpos humanos ou substancialmente humanos produzidos em
animais transgénicos (e. g., murganhos) que sdo incapazes de
produgcao de imunoglobulina enddégena (ver, e. g., Pat. TU.S.
N° 6075181, 5939598, 5591669 e 5589369). Por exemplo, foi
descrito que a delecdao homozigdética da regidao de 1ligacao da
cadeia pesada de anticorpo em murganhos mutantes quiméricos e da
linha germinal, resulta em inibicgcdo completa da producao de
anticorpo enddgeno. A transferéncia de uma série de genes de
imunoglobulina humana para tal murganho mutante da linha
germinal resultard na producdao de anticorpos humanos apds
desafio antigénico. Outros meios preferidos ©para produzir
anticorpos humanos que utilizam murganhos SCID sao divulgados na
Pat. U.S. N° 5811524. Deve ser entendido gque o material genético
associado com estes anticorpos humanos também pode ser isolado e

manipulado como aqui descrito.
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Ainda outros meios altamente eficientes ©para produzir
anticorpos recombinantes sao divulgados por Newman,
Biotechnology  10: 1455-1460 (1992). Especificamente, esta
técnica resulta na producdao de anticorpos primatizados que
contém dominios varidveis de macaco e sequéncias constantes
humanas. Além disso, esta técnica € também descrita nas Pat.

U.S. N° 5658570, 5693780 e 5756096 da presente requerente.

Noutro exemplo, os linfécitos podem ser seleccionados por
micromanipulagdo e o0s genes varidveis isolados. Por exemplo, as
células mononucleares de sangue periférico podem ser isoladas a
partir de um mamifero imunizado e cultivadas in vitro durante
cerca de 7 dias. As culturas podem ser rastreadas para IgG
especificos que retGnem os critérios de rastreio. As células de
pocos positivos podem ser isoladas. As células B individuais que
produzem Ig podem ser isoladas por FACS ou pela sua
identificacdo num ensaio de ©placa hemolitica mediada por
complemento. As células B que produzem Ig podem ser
micromanipuladas num tubo e o0s genes de Vy e V; podem ser
amplificados utilizando, e. g., RT-PCR. Os genes de Vg e V; podem
ser clonados num vector de expressao de anticorpo e
transfectados em células (e. g., células procaridticas ou

eucaridéticas) para a expressao.

Alternativamente, as linhas celulares produtoras de
anticorpos podem ser seleccionadas e cultivadas utilizando
técnicas bem conhecidas do especialista no campo técnico. Tais
técnicas sao descritas numa variedade de manuais laboratoriais e
publicacdes originais. A este respeito, as técnicas adequadas
para utilizacao na divulgagao como descrita abaixo, sSao
descritas em Current Protocols in Immunology, Coligan et al.,
Eds., Green Publishing Associates e Wiley-Interscience, John

Wiley and Sons, Nova Iorque (1991).
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Os anticorpos para utilizacao nos métodos terapéuticos aqui
divulgados podem ser produzidos por qualquer método conhecido na
técnica para a sintese de anticorpos, em particular, por sintese
quimica ou, de um modo preferido, por técnicas de expressao

recombinante como aqui descritas.

Serd ainda entendido que o Aambito desta divulgacao ainda
abrange todos os alelos, variantes e mutacgdes de sequéncias de

ADN de ligagado ao antigénio.

Como ¢ bem sabido, o ARN pode ser isolado a partir das
células de hibridoma originais ou a partir de outras células
transformadas por técnicas convencionais, tais como extraccao e
precipitacdao com isotiocianato de guanidinio, seguida por
centrifugacdo ou cromatografia. Sempre que desejavel, o ARNm
pode ser isolado a partir de ARN total por técnicas
convencionais, tais como cromatografia em celulose oligo dT. As

técnicas adequadas s&o familiares no campo técnico.

Num exemplo, os ADNc que codificam as cadeias leve e pesada
do anticorpo podem ser produzidos, simultaneamente ou
separadamente, utilizando transcriptase reversa e ADN polimerase
de acordo com métodos bem conhecidos. A PCR pode ser iniciada
por 1iniciadores de regides constantes de consenso ou por
iniciadores mais especificos baseados nas sequéncias publicadas
de aminocdcidos e de ADN da cadeia pesada e leve. Como acima
discutido, a PCR também pode ser utilizada para isolar clones de
ADN que codificam as cadeias pesada e leve de anticorpo. Neste
caso, as bibliotecas podem ser rastreadas por i1iniciadores de
consenso ou maiores sondas homdélogas, tal como sondas da regido

constante de murganho.
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O ADN, tipicamente ADN plasmidico, pode ser isolado a partir
das células utilizando técnicas conhecidas no campo técnico,
submetido a mapeamento de restricdo e sequenciado de acordo com
técnicas convencionais bem conhecidas, apresentadas em detalhe,
e. g., nas referéncias anteriores que se relacionam com técnicas
de ADN recombinante. Naturalmente, o ADN pode ser sintético de
acordo com a presente divulgacao, em qualquer memento durante o

processo de isolamento ou andlise subsequente.

A expressdao recombinante de um anticorpo, ou O seu
fragmento, derivado ou andlogo, e. g., uma cadeia pesada ou leve
de um anticorpo que €é um antagonista de Sp35, requer a
construcgdao de um vector de expressao contendo um polinucledtido
que codifica o anticorpo. Uma vez obtido um polinucledétido que
codifica uma molécula de anticorpo ou uma cadeia pesada ou leve
de um anticorpo, ou a sua porc¢ao (de um modo preferido, contendo
o dominio variavel da cadeia pesada ou leve) da divulgacgdo, o
vector para a producdo da molécula de anticorpo pode ser
produzido  por tecnologia de ADN recombinante, utilizando
técnicas bem conhecidas no campo técnico. Assim, sao aqui
descritos métodos para preparar uma proteina por expressao de um
polinucledétido contendo uma sequéncia de nucledtidos que
codifica um anticorpo. 0Os métodos que sao bem conhecidos dos
especialistas na técnica podem ser utilizados para construir
vectores de expressdo contendo sequéncias codificadoras de
anticorpo e sinais de controlo transcricionais e de traducao
apropriados. Estes métodos incluem, por exemplo, técnicas de ADN
recombinante in vitro, técnicas sintéticas e recombinacao
genética 1in vivo. A divulgacgcdao proporciona, assim, vectores
replicédveis compreendendo uma sequéncia de nucledétidos que
codifica uma molécula de anticorpo da divulgagao, ou uma sua
cadeia pesada ou leve, ou um dominio varidvel da cadeilia pesada

ou 1leve, operativamente 1ligado a um promotor. Tais vectores
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podem incluir a sequéncia de nucledtidos que codifica a regiao
constante da molécula de anticorpo (ver, e. g., Publicagao PCT
WO 86/05807; Publicacdo PCT WO 89/01036; e Pat. U.S. N° 5122464)
e o dominio variavel de anticorpo pode ser clonado em tal vector

para expressao da totalidade da cadeia pesada ou leve.

O vector de expressao ¢é transferido para uma célula
hospedeira por técnicas convencionais e as células transfectadas
sdao depois cultivadas por técnicas convencionais para produzir

um anticorpo para utilizacdo nos métodos aqui descritos.

Assim, a divulgacao inclui células hospedeiras contendo um
polinucledétido que codifica um anticorpo da divulgacdo, ou uma
sua cadeia pesada ou leve, operativamente ligado a um promotor
heterdélogo. Em exemplos preferidos para a expressao de
anticorpos de cadeia dupla, os vectores que codificam as cadeias
pesada e leve podem ser co-expressos na célula hospedeira para a
expressao da totalidade da molécula de imunoglobulina, como

detalhado abaixo.

Pode ser utilizada uma variedade de sistemas de vector de
expressdo-hospedeiro para expressar moléculas de anticorpo para
utilizacdo nos métodos aqui descritos. Tais sistemas de
expressao-hospedeiro representam veiculos através dos quais as
sequéncias codificantes de interesse podem ser produzidas e
subsequentemente purificadas, mas também representam células qgue
podem, gquando transformadas ou transfectadas com as sequéncias
nucleotidicas codificantes apropriadas, expressar 1in sSitu uma
molécula de anticorpo da divulgacdao. Estes incluem, mas nao
estdo limitados a, microrganismos, tais como bactérias (e. g.,
E. coli, B. subtilis) transformadas com ADN recombinante de
bacteridéfago, ADN plasmidico ou vectores de expressao de ADN

cosmidico contendo sequéncias codificantes de anticorpo;
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levedura (e. g., Saccharomyces, Pichia) transformada com
vectores de expressao de levedura recombinantes contendo
sequéncias codificantes de anticorpo; sistemas de células de
insecto infectados com vectores de expressao de virus
recombinantes (e. g., baculovirus) contendo sequéncias
codificantes de anticorpo; sistemas de células vegetais
infectados com vectores de expressao de virus recombinantes
(e. g., virus do mosaico da couve-flor, CaMV; virus do mosaico
do tabaco, TMV) ou transformados com vectores de expressao de
plasmideo recombinantes (e. g., plasmideo Ti) contendo
sequéncias codificantes de anticorpo; ou sistemas de célula de
mamifero (e. g., células CO0OS, CHO, BLK, 293, 3T3) gue contém
construcdes de expressao recombinante contendo promotores
derivados do genoma de células de mamiferos (e. g., promotor de
metalotioneina) ou de virus de mamiferos (e. g., promotor tardio
de adenovirus; o promotor de 7,5K do virus vaccinia). De um modo
preferido, as células bacterianas, tal como Escherichia coli, e,
de um modo mais preferido, células eucaridticas, especialmente
para a expressao da totalidade da molécula de anticorpo
recombinante, sao utilizadas para a expressdao de uma molécula de
anticorpo recombinante. Por exemplo, as células de mamifero, tal
como as células de ovario de hamster chinés (CHO), em conjunto
com um vector, tal como o principal elemento promotor génico
precoce intermedidrio de citomegalovirus humano é um sistema de
expressao eficaz para anticorpos (Foecking et al., Gene 45: 101

(1986); Cockett et al., Bio/Technology 8: 2 (1990)).

Em sistemas bacterianos, uma variedade de vectores de
expressao pode ser vantajosamente seleccionada dependendo da
utilizagcao pretendida para a molécula de anticorpo a ser
expressa. Por exemplo, quando € para ser produzida uma grande
quantidade de tal proteina, para a produgcadao de composicgdes

farmacéuticas de uma molécula de anticorpo, podem ser desejaveis
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vectores que direccionam a expressao de elevados niveis de
produtos proteicos de fusao que sao prontamente purificados.
Tais vectores incluem, mas nao estdao limitados, ao vector de
expressao de E. coli pUR278 (Ruther et al., EMBO J. 2: 1791
(1983)), em que a sequéncia codificante de anticorpo pode ser
ligada individualmente no vector em grelha <com a regiao
codificante do lacZ de modo que seja produzida uma proteina de
fusao; vectores pIN (Inouye & Inouye, Nucleic Acid Res.
13:3101-3109 (1985); Van Heeke & Schuster, J. Biol. Chem.
24:5503-5509 (1989)); e semelhantes. 0s vectores pGEX também
podem ser utilizados para expressar polipéptidos estranhos como
proteinas de fusao com glutationo S-transferase (GST). Em geral,
tais proteinas de fusdo sao soluveis e podem ser facilmente
purificadas a partir de células lisadas por adsorgao e ligacao a
esferas com matriz de glutationo-agarose, seguida por eluicao na
presenca de glutationo livre. Os vectores pGEX sao concebidos de
forma a incluir locais de clivagem de protease da trombina ou
factor Xa, de modo gue o produto génico alvo clonado possa ser

libertado da unidade de GST.

Num sistema de insecto, o virus da poli-hedrose nuclear de
Autographa californica (AcCNPV) ¢é utilizado tipicamente como um
vector para expressar genes estranhos. O virus cresce em células
de Spodoptera frugiperda. A sequéncia codificante de anticorpo
pode ser clonada individualmente em regides nao essenciais (por
exemplo o gene da poli-hedrina) do virus e colocada sob controlo
de um  promotor de ACNPV (por exemplo, o) promotor da

poli-hedrina).

Em células hospedeiras de mamifero, pode ser utilizada uma
variedade de sistemas de expressao baseados em virus. Nos casos
em que é utilizado um adenovirus como um vector de expressao, a

sequéncia codificante do anticorpo de interesse pode ser ligada
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a um complexo de controlo de transcricgdo/traducgdo do adenovirus,
e. g., ao promotor tardio e a sequéncia lider tripartida. Este
gene quimérico pode depois ser introduzido no genoma de
adenovirus por recombinag¢do in vitro ou in vivo. A insercao numa
regido nao essencial do genoma viral (e. g., regidao El1 ou E3)
resultard num virus recombinante que € viadvel e capaz de
expressar a molécula de anticorpo em hospedeiros infectados
(e. g., ver Logan & Shenk, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:355-359
(1984)). Podem também ser requeridos sinais especificos de
iniciag¢do para a traducgdo eficiente das sequéncias codificantes
de anticorpo introduzidas. Estes sinais incluem o codao de
iniciacdo ATG e sequéncias adjacentes. Além disso, o codao de
iniciacao deve estar em fase com a grelha de leitura da
sequéncia codificante desejada, para assegurar a traducao da
totalidade da insercado. Estes sinais de controlo de tradugao
exégenos e coddes de iniciacdo podem ser de uma variedade de
origens naturais e sintéticas. A eficiéncia da expressao pode
ser aumentada por 1inclusao de elementos intensificadores de
transcricao, terminais de transcricgcdo apropriados, etc. (ver

Bittner et al., Methods in Enzymol. 153:51-544 (1987)).

Além disso, pode ser escolhida uma estirpe de célula
hospedeira que module a expressao das sequéncias introduzidas,
ou modifica e processa o produto génico na forma especifica
desejada. Tais modificacgdes (e. g., glicosilacao) e
processamento (e. g., clivagem) de produtos proteicos podem ser
importantes para a fungdo da proteina. Diferentes células
hospedeiras tém mecanismos caracteristicos e especificos para o
processamento pds-traducdo e modificagdo das proteinas e
produtos génicos. Podem ser escolhidas 1linhas celulares ou
sistemas de hospedeiro apropriados, para assegurar a modificacao
e processamento correctos da proteina estranha expressa. Para

este fim, podem ser utilizadas células hospedeiras eucaridticas
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gue possuem a maguinaria celular para o0 processamento apropriado
do transcrito primario, glicosilacdo e fosforilacdo do produto
génico. Tais células hospedeiras de mamifero incluem, mas néao
estao limitadas a, CHO, VERY, BHK, HeLa, COS, MDCK, 293, 3T3,
WI38 e, em particular, linhas celulares do cancro da mama, tais
como, por exemplo, BT483, Hs578T, HTB2, BT20 e T47D, e linhas
celulares de glédndula mamdria normal, tais como, por exemplo,

CRL7030 e Hs578Bst.

Para a producao a longo prazo e de elevado rendimento de
proteinas recombinantes, ¢ preferida a expressao estdavel. Por
exemplo, as linhas celulares que expressam estavelmente a
molécula de anticorpo podem ser manipuladas. Em vez de utilizar
vectores de expressao que contém origens de replicacao virais,
as células hospedeiras podem ser transformadas com  ADN
controlado por elementos de controlo de expressao apropriados
(e. g., promotor, intensificador, sequéncias, terminadores de
transcricao, 1locais de poliadenilacao, etc.) e um marcador de
seleccgao. Apds introducgéao do ADN estranho, as células
manipuladas podem ser deixadas a crescer durante 1-2 dias em
meio enriquecido e depois sao mudadas para um meio selectivo. O
marcador de seleccgéao no plasmideo recombinante confere
resisténcia a seleccdo e permite qgue as células integrem
estavelmente o plasmideo nos seus cromossomas € cresgcam para
formar loci gque por sua vez sao clonados e expandidos em linhas
celulares. Este método pode vantajosamente ser utilizado para
manipular linhas celulares que expressam estavelmente a molécula

de anticorpo.

Pode ser utilizada uma variedade de sistemas de seleccao,
incluindo, mas nao limitado, ao genes da timidina c¢inase do
virus do herpes simplex (Wigler et al., Cell 11:223 (1977)),

hipoxantina-guanina fosforribosiltransferase (Szybalska &
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Szybalski, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 48: 202 (1992)) e adenina
fosforribosiltransferase (Lowy et al., Cell 22:817, 1980) que
podem ser utilizados nas células tk, hgprt ou aprt,
respectivamente. Além disso, pode ser utilizada a resisténcia a
antimetabolito como a base de selecgcdao para 0s SsSeguintes genes:
dhfr que confere resisténcia ao metotrexato (Wigler et al.,
Natl. Acad. Sci. USA 77: 357 (1980); O’'Hare et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 78:1527 (1981)); gpt que confere resisténcia ao
dcido micofendlico (Mulligan & Berg, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
78 2072 (1981)); neo que confere a resisténcia ao
aminoglicdésido G-418 C(Clinical Pharmacy 12:488-505; Wu e Wu,
Biotherapy 3:87-95 (1991); Tolstoshev, Ann. Rev. Pharmacol.
Toxicol. 32: 573-596 (1993); Mulligan, Science 260: 926-932
(1993); e Morgan e Anderson, Ann. Rev. Biochem. 62:191-217
(1993); TIB TECH 11(5):155-215 (Maio, 1993); e higro que confere
resisténcia a higromicina (Santerre et al., Gene 30:147 (1984).
Podem ser utilizados métodos habitualmente conhecidos na técnica
de tecnologia de ADN recombinante como descritos em Ausubel
et al. (eds.), Current Protocols 1in Molecular Biology, John
Wiley & Sons, NY (1993); Kriegler, Gene Transfer and
Expression, A Laboratory Manual, Stockton Press, NY (1990); e
nos capitulos 12 e 13, Dracopoli et al. (eds), Current Protocols
in Human Genetics, John Wiley & Sons, NY (1994); Colberre-
Garapin et al., J. Mol. Biol. 150:1 (1981).

Os niveis de expressao de uma molécula de anticorpo podem
ser aumentados por amplificacao de vector (para revisao, ver
Bebbington e Hentschel, The wuse of vectors based on gene
amplification for the expression of cloned genes 1in mammalian
cells in DNA cloning, Academic Press, Nova Iorque, Vol. 3.
(1987)). Quando um marcador no sistema de vector que expressa O

anticorpo ¢ amplificédvel, o aumento no nivel do inibidor
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presente em cultura da célula hospedeira, ira aumentar o numero
de coépias do gene marcador. Uma vez gque a regiao amplificada
estd associada com o gene do anticorpo, a producdo de anticorpo
também ird aumentar (Crouse et al., Mol. Cell. Biol. 3:257

(1983)) .

A  célula hospedeira pode ser co-transfectada com dois
vectores de expressao da divulgagao, o primeiro vector que
codifica um polipéptido derivado da cadeia pesada e o segundo
vector que codifica um polipéptido derivado da cadeia leve. Os
dois vectores podem conter marcadores de seleccdo idénticos que
permitem expressao igual de polipéptidos da cadeia pesada e
leve. Alternativamente, pode ser utilizado um uUnico vector gue
codifica ambos os polipéptidos da cadeia pesada e leve. Em tais
situagdes, a cadeia leve ¢é vantajosamente colocada antes da
cadeia pesada para evitar um excesso da cadeia pesada livre
téxica (Proudfoot, Nature 322: 52 (1986); Kohler, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 77: 2197 (1980)). As sequéncias codificantes para

as cadelas pesada e leve podem compreender ADNc ou ADN gendmico.

Uma vez expressa recombinantemente, uma molécula de
anticorpo da divulgacao, pode ser purificada por qualgquer método
conhecido na técnica para purificacdo de uma molécula de
imunoglobulina, por exemplo, por cromatografia (e. g., permuta
idénica, afinidade, particularmente por afinidade para o)
antigénio especifico apds cromatografia de coluna de proteina A
e de exclusao de tamanho), centrifugacao, solubilidade
diferencial, ou por gualquer outra técnica convencional para a
purificagdo de proteinas. Alternativamente, um método preferido
para aumentar a afinidade de anticorpos da divulgacdao ¢é

divulgado no documento U.S. 20020123057 Al.
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Num exemplo, uma molécula de ligacdao ou uma molécula de
ligacdao ao antigénio para utilizacao nos métodos da divulgacéao
compreende uma regido constante sintética, em que um ou mais
dominios estdo parcial ou totalmente removidos (“anticorpos de
dominio removido”). Em determinados exemplos, os anticorpos
modificados compativeis irao compreender construcdes ou
variantes de dominio removido, em que a totalidade do dominio Cy2
foi removida (construcdes ACy2). Para outros exemplos, um péptido
curto de ligacdo pode ser substituido pelo dominio removido para
proporcionar flexibilidade e liberdade de movimento para a
regido variavel. Os especialistas na técnica entenderdo que tais
construcgdes sao particularmente preferidas devido as
propriedades reguladoras do dominio Cy2 na taxa catabdlica do

anticorpo.

Em determinados exemplos, os anticorpos modificados para
utilizagcdo nos métodos aqui divulgados sao minicorpos. Os
minicorpos podem ser produzidos utilizando métodos descritos na
técnica (ver, e. g., Patente U.S. 5837821 ou documento

WO 94/09817A1).

Noutro exemplo, o0s anticorpos modificados para utilizacéao
nos métodos aqui divulgados sao anticorpos com dominios Cy2
removidos que sao conhecidos na técnica. As construgdes de
dominio removido podem ser derivadas utilizando um vector
(e. g., da Biogen IDEC Incorporated) codificando um dominio
constante humano de IgG; (ver, e. g., documentos WO 02/060955A2 e
W002/096948A2) . Este vector exemplificativo foi manipulado para
remover o dominio Cy2 e proporcionar um vector sintético que

expressa uma regidao constante de IgG, de dominio removido.
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Num exemplo, um anticorpo antagonista de Sp35 ou o seu
fragmento para utilizagdo nos métodos de tratamento aqui
divulgados, compreende uma cadeia pesada de imunoglobulina gue
tem delecdo ou substituicdo de alguns, ou mesmo de um unico
aminodacido, desde que permita a associacdo entre as subunidades
monoméricas. Por exemplo, a mutagdo de um uUnico aminocdcido em
dreas seleccionadas do dominio Cy2 pode ser suficiente para
reduzir substancialmente a ligacdao de Fc e, assim, aumentar a
localizacdo do tumor. De modo semelhante, pode ser desejavel
simplesmente remover essa parte de um ou mais dominios de regiao
constante que controla a funcao efectora (e. g., ligacao do
complemento) a ser modulada. Tais delecgdes parciais das regides
constantes podem melhorar <caracteristicas seleccionadas do
anticorpo (semi-vida sérica), enguanto deixa intactas outras
fungbdes desejaveis associadas com o dominio constante em causa.
Além disso, como aludido acima, as regides constantes dos
anticorpos divulgados podem ser sintéticas através da mutacao ou
substituicdo de um ou mails aminodcidos que aumentam o perfil da
construgdo resultante. A este respeito, ©pode ser possivel
interromper a actividade proporcionada por um local de ligacgao
conservado (e. g., ligacao a Fc) enquanto se mantém
substancialmente a configuracdo e o perfil imunogénico do
anticorpo modificado. Ainda outros exemplos compreendem a adicgao
de um ou mails aminodcidos & regido constante para aumentar
caracteristicas desejaveils, tails como a funcdo efectora ou para
proporcionar mais ligacao de citotoxina ou hidrato de carbono.
Em tais exemplos pode ser desejavel introduzir ou replicar
sequéncias especificas derivadas de dominios de regido constante

seleccionados.

A presente divulgagao também proporciona a utilizacao de
anticorpos que compreendem, consistem essencialmente ou

consistem de variantes (incluindo derivados) de moléculas de
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anticorpo aqui descritas (e. g., as regides Vy e/ou as regides
Vi), cujos anticorpos ou 0s seus fragmentos se ligam
imunoespecificamente a um polipéptido Sp35. As técnicas
convencionais conhecidos dos especialistas na técnica podem ser
utilizadas para introduzir mutacgdes na sequéncia de nucledtidos
que codifica wuma molécula de 1ligacdo, incluindo, mas néao
limitadas a, mutagénese dirigida e mutagénese mediada por PCR
que resulta em substituigbes de aminodcidos. De um modo
preferido, as variantes (incluindo derivados) codificam menos de
50 substituicgdes de aminodcidos, menos de 40 substituicgdes de
aminodcidos, menos de 30 substituig¢des de aminodcidos, menos de
25 substituig¢des de aminodcidos, menos de 20 substituicdes de
aminodcidos, menos de 15 substituig¢des de aminodcidos, menos de
10 substituicdes de aminodcidos, menos de 5 substituicdes de
aminodacidos, menos de 4 substituig¢bes de aminodcidos, menos de 3
substituicgdes de aminodcidos ou menos de 2 substituicdes de
aminodcidos relativamente a regido Vs de referéncia, VyCDRI1,
VyCDR2, VyCDR3, regiao Vi, ViCDR1, ViCDR2 ou ViLCDR3. Uma
“substituicdo conservadora de aminodcido” é uma em gque o residuo
de aminodcido é substituido com um residuo de aminodcido que tem
uma cadeia lateral com uma carga semelhante. As familias de
residuos aminoacidicos que tém cadeia laterais com cargas
semelhantes foram definidas na técnica. Estas familias incluem
aminoacidos com cadeias laterais Dbasicas (e. g., lisina,
arginina, histidina), cadeias laterais acidicas (e. g., acido
aspartico, dcido glutéamico), cadeias laterais ©polares nao
carregadas (e. g., glicina, asparagina, glutamina, serina,
treonina, tirosina, cisteina), cadeias laterais nao polares
(e. g., alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, metionina, triptofano), cadeias laterais
beta-ramificadas (e. g., treonina, valina, isoleucina) e cadeias
laterais aromaticas (e. g., tirosina, fenilalanina, triptofano,

histidina). Alternativamente, podem ser introduzidas mutacgdes
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aleatoriamente em toda ou apenas em parte da sequéncia
codificante, tal como por mutagénese de saturacao, e o©0s
resultantes mutantes sdo rastreados para actividade Dbioldgica

para identificar mutantes que retém a actividade.

Por exemplo, ¢é possivel introduzir mutacdes apenas em
regides de estrutura ou apenas em regides CDR de uma molécula de
anticorpo. As mutacdes 1introduzidas podem ser mutagdes de
sentido alterado neutras ou silenciosas, 1i. e., tém pouco ou
nenhum efeito na capacidade do anticorpo de se 1ligar ao
antigénio. Estes tipos de mutagdes podem ser Uteis para
optimizar a wutilizacao de codao, ou melhorar a producgcao de
anticorpos do hibridoma. Alternativamente, as mutacdes de
sentido alterado nao neutras podem alterar a capacidade do
anticorpo para se ligar ao antigénio. A posicdo da maioria das
mutagdes de sentido alterado neutras ou silenciosas é provavel
ser nas regides de estrutura, enquanto a posigcao da maioria das
mutacdes de sentido alterado nao neutras & provavel ser nas CDR,
embora isto nao seja um requisito absoluto. Uma especialista na
técnica seria capaz de conceber e testar moléculas mutantes com
as propriedades desejadas e sem nenhuma alteracdao na actividade
de ligacdo ao antigénio ou alteracdo na actividade de 1ligacéo
(e. g., melhorias na actividade de 1ligacdo ao antigénio ou
alteracdo na especificidade do anticorpo). Apds mutagénese, a
proteina codificada pode ser rotineiramente expressa e a
actividade funcional e/ou bioldgica da proteina codificada pode
ser determinada utilizando técnicas aqui descritas ou por

técnicas de modificacgdo rotineiras conhecidas no campo técnico.
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Proteinas de Fusdao e Polipéptidos Conjugados e Anticorpos

Os polipéptidos Sp35 e os anticorpos para utilizacdo nos

métodos de tratamento aqui divulgados podem ser ainda fundidos

recombinantemente a um polipéptido heterdélogo no N- ou
C-terminal ou conjugados guimicamente (incluindo conjugacdes
covalentes e nao covalentes) a polipéptidos ou a outras
composicdes. Por exemplo, 0s polipéptidos ou anticorpos

antagonistas de Sp35 podem ser fundidos recombinantemente ou
conjugados a moléculas Uteis como marcadores em ensaios de
deteccdo e a moléculas efectoras, tais como polipéptidos
heterdélogos, farmacos, radionuclidos ou toxinas. Ver, e. g.,
publicacbes PCT WO 92/08495; WO 91/14438; WO 89/12624; Patente
U.S. N° 5314995; e documento EP 396387.

Os polipéptidos e anticorpos antagonistas de Sp35 para
utilizacdo nos métodos de tratamento agqui divulgados incluem
derivados que sao modificados, 1. e., pela ligacao covalente de
qualquer tipo de molécula de modo que a ligagao covalente néao
previne o polipéptido ou anticorpo antagonista de Sp35 de inibir
a funcédo bioldgica de Sp35. Por exemplo, mas nao a titulo de
limitagcao, os polipéptidos e anticorpos antagonistas de Sp35 da
presente divulgacao podem ser modificados, e. g., por
glicosilacao, acetilacado, pegilagao, fosfilacao, fosforilacao,
amidacao, derivatizacdo por grupos de proteccdo/blogqueamento
conhecidos, clivagem proteolitica, ligacdo a um ligando celular
ou outra proteina, etc. Qualgquer de numerosas modificacgdes
gquimicas pode ser realizada por técnicas conhecidas, incluindo,
mas nao limitadas a, c¢livagem quimica especifica, acetilacao,
formilacgéao, sintese metabdlica de tunicamicina, etc.
Adicionalmente, os derivados podem conter um ou mais aminodcidos

nao cléassicos.
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Os polipéptidos e anticorpos antagonistas de Sp35 para
utilizacdo nos métodos de tratamento aqui divulgados podem ser
compostos de aminodcidos ligados entre si por ligacodes
peptidicas ou ligacgdes peptidicas modificadas, i. e., 1isoésteres
peptidicos, e podem conter aminoacidos, além dos 20 aminodcidos
codificados por genes. 0s polipéptidos e anticorpos antagonistas
de Sp35 podem ser modificados por processos naturais, tal como
processamento pods-tradugao, ou por técnicas de modificacao
quimica que sao bem conhecidas no campo  técnico. Tais
modificagbes sdo Dbem descritas em textos Dbdsicos e em
monografias mais detalhadas, assim como numa volumosa literatura
de investigacao. As modificacdes podem ocorrer em qualquer local
no polipéptido ou anticorpo antagonista de Sp35, incluindo a
estrutura peptidica, nas cadeias laterais do aminodcidos e nos
terminais amino ou carboxilo, ou em unidades, tal como hidratos
de carbono. Deve ser entendido que o mesmo tipo de modificacao
pode estar presente no mesmo ou em vVAarios graus em diversos
locais num dado polipéptido ou anticorpo antagonista de Sp35.
Além disso, um dado polipéptido ou anticorpo antagonista de Sp35
pode conter muitos tipos de modificacgdes. 0Os polipéptidos ou
anticorpos antagonistas de Sp35 podem ser ramificados, por
exemplo, como resultado de ubiguitinacdo, e podem ser ciclicos,
com ou sem ramificacgao. Os polipéptidos ou anticorpos
antagonistas de Sp35 ciclicos, ramificados e ramificados
ciclicos podem resultar de processos naturais de pds—-tradugdao ou
podem produzidos por métodos sintéticos. As modificacgdes incluem
acetilacao, acilacgao, ADP-ribosilacao, amidacgao, ligacao
covalente de flavina, ligacdao covalente de uma unidade hémica,
ligagao covalente de um nucledtido ou derivado de nucledtido,
ligacdao covalente de um 1lipido ou derivado de 1lipido, ligacéao
covalente de fosfotidilinositol, reticulacao, ciclizacao,
formacao de ligacao perssulfureto, desmetilacao, formacao de

reticulacdes covalentes, formacao de <cisteina, formacao de
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piroglutamato, formilacao, gama—-carboxilacao, glicosilacao,
formacdo de é&ncora de GPI, hidroxilacdo, iodinacdo, metilacao,
miristoilacdo, oxidacdo, pegilacado, processamento proteolitico,
fosforilacao, prenilacao, racemizacao, selenoilacao, sulfatacao,
adicao mediada por ARN de transferéncia de aminodcidos a
proteinas, tais como arginilagao e ubiquitinagao (ver, por
exemplo, Proteins - Structure And Molecular Properties, T. E.
Creighton, W. H. Freeman and Company, Nova Iorque 2@ Ed.,
(1993); Posttranslational Covalent Modification Of Proteins, B.
C. Johnson, Ed., Academic Press, Nova Iorque, pg. 1-12 (1983);
Seifter et al., Meth Enzymol 182:626-646 (1990); Rattan et al.,
Ann NY Acad Sci 663:48-62 (1992)).

A presente divulgacgdo também proporciona proteinas de fuséo
compreendendo, consistindo essencialmente ou consistindo de uma
fusdo de polipéptido ou anticorpo antagonista de Sp35 que iniba
a funcado de Sp35. De um modo preferido, o polipéptido heterdlogo
ao qual o polipéptido ou anticorpo antagonista de Sp35 ¢é
fundido, ¢ 1util para a funcdo ou ¢é util para direccionar o
polipéptido ou anticorpo antagonista de Sp35. Em determinados
exemplos da divulgacao, um polipéptido antagonista de Sp35
soluvel, e. g., um polipéptido Sp35 compreendendo os dominios
LRR, dominio de 1Ig, ou o dominio extracelular inteiro (que
corresponde aos aminodcidos 34 a 532 da SEQ ID N°: 2), é fundido
a uma unidade de ©polipéptido heterdlogo para formar um
polipéptido de fusdo antagonista de Sp35. As proteinas e
anticorpos de fusao antagonistas de Sp35 podem ser utilizadas
para atingir varios objectivos, e. g., semi-vida sérica
aumentada, biodisponibilidade melhorada, direccionamento in vivo
a um tipo especifico de 6rgadao ou tecido, eficiéncia de expressao
recombinante melhorada, secrecdao de célula hospedeira melhorada,
facilidade de purificacao e avidez mais elevada. Dependendo do

objectivo ou objectivos a serem atingidos, a unidade heterdloga
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pode ser inerte ou biologicamente activa. Além disso, pode ser
escolhido que esta seja fundida estavelmente ao polipéptido ou
anticorpo antagonista de Sp35 ou que seja clivavel, in vitro ou
in vivo. As unidades heterdlogas para realizar estes outros

objectivos sao conhecidas na técnica.

Como uma alternativa a expressao de um polipéptido ou
anticorpo de fusao antagonista de Sp35, uma unidade heterdloga
escolhido pode ser pré-formada e quimicamente conjugada ao
polipéptido ou anticorpo antagonista de Sp35. Na maioria dos
casos, uma unidade heterdloga escolhida funcionara de modo
semelhante, se fundida ou conjugada ao polipéptido ou anticorpo
antagonista de Sp35. Deste modo, na seguinte discussao de
sequéncias de aminodcidos heterdlogas, salvo indicacao em
contrario, ¢é para ser entendido que a sequéncia heterdloga pode
ser ligada ao polipéptido ou anticorpo antagonista de Sp35 na

forma de uma proteina de fusdo ou como um conjugado gquimico.

Os polipéptidos farmacologicamente activos, tais como
polipéptidos ou anticorpos antagonistas de Sp35, apresentam
frequentemente réapida eliminag¢do in vivo, necessitando de
grandes doses para atingir concentracgdes terapeuticamente
eficazes no corpo. Além disso, o0s polipéptidos menores do que
cerca de 60 kDa sofrem potencialmente de filtracado glomerular, o
que, por vezes, conduz a nefrotoxicidade. A fusao ou conjugacao
de polipéptidos relativamente pequenos, tais como polipéptidos
ou anticorpos antagonistas de Sp35, pode ser utilizada para
reduzir ou evitar o risco de tal nefrotoxicidade. Sao conhecidas
varias sequéncias de aminodcidos heterdlogas, i. e., unidades ou
“veiculos” polipeptidicos para aumentar a estabilidade in vivo,

i. e., semi-vida sérica, de polipéptidos terapéuticos.
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Devido a sua longa semi-vida, larga distribuicdo in vivo e
auséncia de funcdo enzimatica ou imunoldgica, a albumina de soro
humano (HSA) essencialmente de tamanho total, ou um fragmento de
HSA, é utilizado geralmente como uma unidade heterdloga. Através
da aplicacado de métodos e materiais tal como aqueles ensinados
em Yeh et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 1904-08 (1992) e
Syed et al., Blood 89: 3243-52 (1997), a HSA pode ser utilizada
para formar um polipéptido ou anticorpo ou conjugado de
polipéptido/anticorpo de fusdo antagonista de Sp35 que apresenta
actividade farmacolégica devido a unidade Sp35, enquanto
apresenta uma estabilidade in vivo significativamente aumentada,
e. g., 10 vezes a 100 vezes mais alta. O C-terminal da HSA pode
ser fundido ao N-terminal da unidade Sp35 soltuvel. Uma vez gue a
HSA é uma proteina naturalmente segregada, a sequéncia de sinal
de HSA pode ser explorada para obter secrecdao da proteina de
fusdo Sp35 soltvel no meio de cultura celular, quando a proteina
de fusdao ¢é produzida num sistema de expressdo eucaridtica,

e. g., de mamifero.

A sequéncia de sinal é um polinucledétido que codifica uma
sequéncia de aminodcidos que inicia o transporte de uma proteina
através da membrana do reticulo endoplasmdtico. As sequéncias de
sinal Uteis para construir uma imunofusina incluem sequéncias de
sinal da <cadeia leve de anticorpo, e. g., anticorpo 14.18
(Gillies et al., J. Immunol. Meth. 125:191-202 (1989)),
sequéncia de sinal de cadeia pesada de anticorpo, e. g., a
sequéncia de sinal da cadeia pesada de anticorpo MOPC141 (Sakano
et al., Nature 286: 5774 (1980)). Alternativamente, podem ser
utilizadas outras sequéncias de sinal. Ver, e. g., Watson, Nucl.
Acids Res. 12: 5145 (1984). O péptido de sinal ¢é <clivado
geralmente no lumen do reticulo endoplasmatico por peptidases de
sinal. 1Isto resulta na secrecdao de uma proteina imunofusina
contendo a regido Fc e a unidade Sp35 soluvel.

81



Em alguns exemplos, a sequéncia de ADN pode codificar um
local de clivagem proteolitica entre a cassete de secrecao e a
unidade Sp35 soluvel. Tal local de clivagem pode proporcionar,
e. g., a clivagem proteolitica da proteina de fusdo codificada,
separando assim o dominio de Fc da proteina alvo. Os locails de
clivagem proteolitica duteis incluem segquéncia de aminodcidos
reconhecidas por enzimas proteoliticas, tais como tripsina,

plasmina, trombina, factor Xa ou enterocinase K.

A cassete de secrecao pode ser incorporada num vector de
expressdo replicadvel. Os vectores Uteis incluem &acidos nucleicos
lineares, plasmideos, fagemideos, cosmideos e semelhantes. Um
vector de expressao exemplificativo é pdC, em que a transcricgéao
do ADN de imunofusina é colocada sob controlo do intensificador
e promotor do citomegalovirus humano. Ver, e. g., Lo et al.,
Biochim. Biophys. Acta 1088:712 (1991); e Lo et al., Protein
Engineering 11:495-500 (1998). Uma célula hospedeira apropriada
pode ser transformada ou transfectada com um ADN que codifica um
polipéptido Sp35 soluvel e utiliza para a expressao e secrecgao
do polipéptido Sp35 soluvel. As células hospedeiras que séao
tipicamente wutilizadas incluem células imortais de hibridoma,
células de mieloma, células 293, células de ovéario de hamster

Chinés (CHO), células Hela e células COS.

Num exemplo, um polipéptido Sp35 soluvel €& fundido a uma
regido de charneira e Fc, 1. e., a porgao C-terminal de uma
regido constante de cadeia pesada de Ig. As vantagens potenciais
de uma fusao Sp35-Fc incluem solubilidade, estabilidade in vivo
e multivaléncia, e. g., dimerizacao. A regiao Fc utilizada pode
ser uma regiao Fc de IgA, IgDh ou IgG (charneira-Cy2-Cy3).
Alternativamente, pode ser uma regido Fc de IgE ou IgM
(charneira—-Cy2-Cy3-Cy4d) . Uma regido Fc de IgG ¢é geralmente
utilizada, e. g., regidao Fc de IgG; ou regiao Fc de IgG,. Num
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exemplo, uma sequéncia gque comeca na regido de charneira
imediatamente a montante do local de clivagem da papaina qgue
define Fc¢ de IgG guimicamente (i. e., residuo 216, tomando o
primeiro residuo da regido constante da cadeia pesada como sendo
114 de acordo com o sistema de Kabat), ou locais andlogos de
outras imunoglobulinas € utilizado na fusdao. O local preciso em
que a fusdo é realizada nao é critico; locais particulares sao
bem conhecidos e podem ser seleccionados de modo a optimizarem a
actividade bioldgica, secregcao ou caracteristicas de ligacao da
molécula. Os materiais e métodos para construir e expressar ADN
que codifica fusbes de Fc sao conhecidos na técnica e podem ser
aplicados para obter fusdes Sp35 sollveis sem experimentacao
supérflua. Alguns exemplos da divulgagdo utilizam uma proteina
de fusao Sp35 tal como aquelas descritas em Capon et al.,

Patente U.S. N° 5428130 e 5565335.

As regibes Fc de tipo selvagem, totalmente intactas,
apresentam funcdes efectoras gue sdo normalmente desnecessdrias
e indesejadas numa proteina de fusao Fc utilizada nos métodos da
presente divulgagao. Deste modo, determinados locais de ligacgao
sdao tipicamente removidos da regiao Fc durante a construcao da
cassete de secrecdo. Por exemplo, uma vez gue a CoO—-expressao com
a cadeia leve ¢é desnecesséaria, o local de 1ligagdo para a
proteina de ligacdo a cadeia pesada, Bip (Hendershot et al.,
Immunol. Today 8:111-14 (1987)), ¢é removido do dominio Cyg2 da
regidao Fc de IgE, de modo que este local nao interfira com a
secregao eficiente da imunofusina. As sequéncias do dominio
transmembranar, tal como aquelas presentes em IgM, geralmente

sao também removidas.

A regido Fc de IgG; é¢ a mais frequentemente utilizada.
Alternativamente, a regiao Fc das outras subclasses de gama

imunoglobulina (gama-2, gama-3 e gama-4) ¢é utilizada na cassete
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de secrecdo. A regidao Fc de IgG; da imunoglobulina gama-1 é
utilizada geralmente na cassete de secrecao e inclui, pelo
menos, parte da regiao de charneira, da regidao Cyz2 e da regiao
Cg3. Em alguns exemplos, a regido Fc da imunoglobulina gama-1 é
um Fc com Cy2 removido, que inclui parte da regiao de charneira e
da regiao Cy3, mas nao a regiao Cg2. Um Fc com Cy2 removido foi
descrito por Gillies et al., Hum. Antibod. Hybridomas 1:47
(1990). Em alguns exemplos, ¢é utilizada a regidao Fc de um de

IgA, IgD, IgE ou IgM.

As proteinas de fusdao Sp35-Fc podem ser construidas em
diversas configuracdes diferentes. Numa configuracao o)
C-terminal da unidade Sp35 soluvel ¢é fundido directamente ao
N-terminal da unidade de charneira de Fc. Numa configuracao
ligeiramente diferente, um polipéptido curto, e. g.,
2-10 aminoédcidos, ¢ incorporado na fusdo entre o N-terminal da
unidade Sp35 soluvel e o C-terminal da unidade Fc. Tal ligante
proporciona flexibilidade conformacional, gue pode melhorar a
actividade bioldégica em algumas circunsténcias. Se uma porcao
suficiente da regido de charneira for retida na unidade Fc, a
fusdo Sp35-Fc¢ irda dimerizar, formando assim a uma molécula
divalente. Uma populacdao homogénea de fusbes FC monoméricas ira
produzir dimeros bivalentes monoespecificos. Uma mistura de duas
fusbdes Fc monoméricas, cada tendo uma especificidade diferente

ird produzir dimeros bivalentes biespecificos.

Qualquer de uma variedade de ligantes de reticulacao que
contém um grupo amino-reactivo correspondente e um  grupo
tio-reactivo pode ser utilizado para ligar polipéptidos
antagonistas de Sp35 a albumina sérica. Os exemplos de ligantes
adequados 1incluem 1ligantes de reticulacdo amino-reactivos que
introduzem uma maleimida tio-reactiva, e. g., SMCC, AMAS, BMPS,

MBS, EMCS, SMPB, SMPH, KMUS e GMBS. Outros ligantes adequados
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introduzem um grupo halcacetato tio-reactivo, e. g., SBAP, SIA,
SIAB. Os ligantes qgue proporcionam um tiol protegido ou néao
protegido para reaccdao com grupos sulfidrilicos para produzir
uma ligacdo reduzivel incluem SPDP, SMPT, SATA e SATP. Tais
reagentes estao comercialmente disponiveis (e. g., Pierce

Chemicals) .

A conjugacao nao tem dque envolver o N-terminal de um
polipéptido Sp35 soluvel ou a unidade tiol na albumina sérica.
Por exemplo, as fusdes Sp3b-albumina soluvel podem ser obtidas
utilizando técnicas de engenharia genética, em que a unidade
Sp35 soluvel ¢é fundida ao gene da albumina sérica no seu

N-terminal, C-terminal ou em ambos.

Os polipéptidos Sp35 soluveis podem ser fundidos a péptidos
heterélogos para facilitar a purificacao ou identificacao da
unidade Sp35 soluvel. Por exemplo, um marcador de histidina pode
ser fundido a um polipéptido Sp35 soluvel para facilitar a
purificacao utilizando meios cromatograficos comercialmente

disponiveis.

Em alguns exemplos da divulgacdo, é utilizada uma construcéo
de fusdo Sp35 soluvel para aumentar a producdo de uma unidade
Sp35 soluvel em bactérias. Em tais construgdes, uma proteina
bacteriana normalmente expressa e/ou segregada a um nivel
elevado, é utilizada como o parceiro de fusao do N-terminal de
um polipéptido Sp35 soluvel. Ver, e. g., Smith et al., Gene 67:
31 (1988); Hopp et al., Biotechnology 6:1204 (1988); La Vallie
et al., Biotechnology 11:187 (1993).

Ao fundir uma unidade Sp35 soltvel nos terminais amino e
carboxilo de um parceiro de fusao adequado, podem ser obtidas

formas Dbivalentes ou tetravalentes de um polipéptido Sp35
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soluvel. Por exemplo, uma unidade Sp35 soluvel pode ser fundida
aos terminais amino e carboxilo de uma unidade Ig para produzir
um polipéptido monomérico bivalente contendo duas unidades Sp35
soltveis. Apds dimerizacdao de dois destes mondmeros, por virtude
da unidade de 1Ig, ¢é obtida wuma forma tetravalente de uma
proteina Sp35 solavel. Tais formas multivalentes podem ser
utilizadas para atingir afinidade de 1ligacao aumentada para o
alvo. As formas multivalentes de Sp35 soluvel também podem ser
obtidas através da colocacao de unidades Sp35 soluveis em tandem
para formar concatdmeros, 0s quals podem ser utilizados
isoladamente ou fundidos a um parceiro de fusao, tais como Ig ou

HSA.

Polimeros Conjugados (gque nado polipéptidos)

Alguns exemplos da divulgacao envolvem um polipéptido Sp35
ou anticorpo Sp35 soluvel em gue um ou mais polimeros sao
conjugados (ligados covalentemente) ao polipéptido ou anticorpo
Sp35. 0Os exemplos de polimeros adequados para tal conjugacgao
incluem polipéptidos (discutidos acima), polimeros de agucar e
cadeias de polialquilenoglicol. Tipicamente, mas nao
necessariamente, um polimero € conjugado ao polipéptido Sp35 ou
anticorpo Sp35 soluvel com o objectivo de melhorar um ou mais do

seguinte: solubilidade, estabilidade ou biodisponibilidade.

A classe de polimero geralmente utilizada para conjugacao a
um polipéptido ou anticorpo antagonista de Sp35 ¢ um
polialquilenoglicol. O polietilenoglicol (PEG) é utilizado muito
frequentemente. As unidades PEG, e. g., 1, 2, 3, 4 ou b5
polimeros de PEG, podem ser conjugadas a cada polipéptido ou
anticorpo antagonista de Sp35 para aumentar a semi-vida sérica,

comparativamente ao polipéptido ou anticorpo antagonista de Sp35
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isoladamente. As unidades PEG sao nao antigénicas e
essencialmente biologicamente inertes. As unidades PEG
utilizadas na préatica da divulgacdo podem ser ramificadas ou néo

ramificadas.

O numero de unidades PEG ligadas ao polipéptido ou anticorpo
antagonista de Sp35 e o peso molecular das cadeias de PEG
individuais pode variar. Em geral, gquanto mais elevado for o
peso molecular do polimero, menor € o numero de cadeias de
polimero ligadas ao polipéptido. Geralmente, a massa total do
polimero ligado ao polipéptido ou anticorpo do antagonista de
Sp35 é desde 20 kDa a 40 kDa. Assim, se uma cadeia de polimero
for ligada, o peso molecular da cadeia é geralmente 20-40 kDa.
Se duas cadeias forem ligadas, o peso molecular de cada cadeia é

geralmente 10-20 kDa. Se trés cadeias forem 1ligadas, o peso

molecular é geralmente 7-14 kDa.

O polimero, e. g., PEG, pode ser ligado ao polipéptido ou
anticorpo antagonista de Sp35 através de qualgquer grupo reactivo
exposto adequado no polipéptido. O grupo ou 0S8 grupos reactivos
expostos podem ser, e. g., um grupo amino N-terminal ou O grupo
amino épsilon de um residuo interno de 1lisina, ou ambos. Um
polimero activado pode reagir e ligar-se covalentemente em
qualquer grupo amino livre no polipéptido ou anticorpo
antagonista de Sp35. Também podem ser utilizados como grupos
reactivos para ligacdo do polimero, grupos carboxilicos livres,
grupos carbonilo apropriadamente activados, hidroxilo,
guanidilo, imidazole, unidades oxidadas de hidrato de carbono e
grupos mercapto do polipéptido ou anticorpo antagonista de Sp35

(se disponivel).
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Numa reaccado de conjugacdo, ¢é tipicamente utilizado desde
cerca de 1,0 a cerca de 10 moles de polimero activado por mole
de polipéptido, dependendo da concentracdo do polipéptido.
Geralmente, a razao escolhida representa um balangco entre
maximizar a reacgdo enquanto se minimiza as reacgdes secundarias
(frequentemente nao especificas) que podem danificar a
actividade farmacoldgica desejada do polipéptido ou anticorpo
antagonista de Sp35. De um modo preferido, é retida, pelo menos,
50% da actividade Dbioldgica (como demonstrado, e. g., em
qualquer dos ensaios aqui descritos ou conhecidos na técnica) do
polipéptido ou anticorpo antagonista de Sp35 e, de um modo muito

Z

preferido, é retida quase 100%.

O polimero pode ser conjugado ao polipéptido ou anticorpo
antagonista de Sp35 utilizando gquimica convencional. Por
exemplo, uma unidade polialquilenoglicol pode ser acoplada a um
grupo amino épsilon de lisina do polipéptido ou anticorpo
antagonista de Sp35. A ligacdo a cadeia lateral da lisina pode

ser realizada com um éster activo de N-hidroxilsuccinimida

(NHS) , tais como succinato de succinimidilo (SS-PEG) e
propionato de succinimidilo de PEG (SPA-PEG). As unidades
adequadas de polialquilenoglicol incluem, e. g.,

carboximetil-NHS e norleucina-NHS, SC. Estes reagentes estao
comercialmente disponiveis. Os ligantes PEG amino-reactivos
adicionais podem ser substituidos pela unidade succinimidilo.
Estes incluem, e. 9., isotiocianatos, nitrofenilcarbonatos
(PNP), epbxidos, carbonatos de benzotriazole, SC-PEG, tresilato,
aldeido, epdxido, carbonilimidazole e carbonato de PNP. As
condigdes sao geralmente optimizadas para maximizar a
selectividade e a extensao da reaccao. Tal optimizacao de
condicdes de reaccdo estd dentro do conhecimento geral na

matéria.
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A PEGilagao pode ser realizada através de qualquer das
reacgbes de PEGilacdo conhecidas na técnica. Ver, e. g., Focus
on Growth Factors 3:4-10 (1992), e Pedidos de Patente Europeia
EP 0154316 e EP 0401384. A PEGilagcao pode ser realizada
utilizando uma reacgao de acilagao ou uma reacgao de alquilacéao
com uma molécula reactiva de polietilenoglicol (ou um polimero

hidrossoluvel analogamente reactivo).

A PEGilacao por acilacgdo envolve geralmente fazer reagir um
derivado de éster activo de polietilenoglicol. Qualquer molécula
de PEG reactiva pode ser wutilizada na PEGilacao. O PEG
esterificado a N-hidroxissuccinimida (NHS) é um éster activado
de PEG frequentemente utilizado. Como agqui utilizado, “acilacgao”
inclui, sem limitacdo, o0s seguintes tipos de 1ligacdes entre a
proteina terapéutica e um polimero hidrossoluvel, tal como PEG:
amida, carbamato, uretano e semelhantes. Ver, e. g.,
Bioconjugate Chem. 5: 133-140, 1994. Os parédmetros de reacgdo
sao geralmente seleccionados para evitar condigodes de
temperatura, solvente e ©pH que danifiquem ou 1nactivem o

polipéptido Sp35 soluvel.

Geralmente, a ligacao de conexao € uma amida e, tipicamente,
pelo menos 95% do produto resultante € mono-, di- ou
tri-PEGilado. Contudo, algumas espécies com graus mais elevados
de PEGilacao podem ser formadas em quantidades dependendo das
condigcdes de reacgao especificas utilizadas. Opcionalmente, as
espécies PEGiladas purificadas sao separadas da mistura,
particularmente espécie que nao reagiram, por métodos
convencionais de purificacao, incluindo, e. g., didlise,
precipitacao com sal, wultrafiltracao, cromatografia de permuta
iénica, cromatografia de filtracdo gel, cromatografia de permuta

hidrofdébica e electroforese.
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A PEGilacao por alquilacaoc envolve geralmente reagir um
derivado aldeido terminal de PEG com o polipéptido ou anticorpo
antagonista de Sp35 na presenca de um agente redutor. Além
disso, podem-se manipular as condigdes de reaccgao para favorecer
apenas a PEGilacado substancialmente no grupo amino N-terminal do
polipéptido ou anticorpo antagonista de Sp35, i. e., uma
proteina mono-PEGilada. Em qualquer dos casos de mono-PEGilacéao
ou poli-PEGilacgdo, o0s grupos PEG sdo tipicamente 1ligados a
proteina através de um grupo -Cyz2-NH-. Com referéncia particular
ao grupo —-Cp2—-, este tipo de ligacédo é conhecido como uma ligacao

“algquilo”.

A derivatizacdo através de alquilacdo redutora para produzir
um produto mono-PEGilado direccionado para o N-terminal, explora
a reactividade diferencial de diferentes tipos de grupos amino
primdrios (lisina versus N-terminal) disponiveis para
derivatizacgcdo. A reaccgao € realizada a um pH que permita tirar
vantagem das diferencas de pKa entre 0s grupos amino épsilon dos
residuos de lisina e dos grupos amino N-terminal da proteina.
Através de tal derivatizacao selectiva, a ligacdo de um polimero
hidrossoluvel que contenha um grupo reactivo, tal como um
aldeido, a wuma proteina ¢é controlada: a conjugagado com O
polimero ocorre predominantemente no N-terminal da proteina e
nao ocorre nenhuma modificacdo significativa de outros grupos

reactivos, tal como grupos amino da cadeia lateral da lisina.

As moléculas de polimero wutilizadas nas abordagens de
acilacao e alguilacdo sao seleccionadas de entre polimeros
hidrossoluveis. O polimero seleccionado € tipicamente modificado
para ter um Unico grupo reactivo, tais como um éster activo para
acilacdo ou um aldeido para alquilacédo, de modo gque o grau de
polimerizagcado possa ser controlado, como proporcionado nos

presentes métodos. Um aldeido PEG reactivo exemplificativo é
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propionaldeido de polietilenoglicol que € estdvel em &gua, ou OS
seus derivados mono alcoxilo ou ariloxilo C1-C10 (ver, e. g.,
Harris et al., Pat. U.S. N° 5252714). O polimero pode ser
ramificado ou nao ramificado. Para as reacgles de acilagao, o ou
0os polimeros tém tipicamente um Unico grupo éster reactivo. Para
a alquilagéo redutora, o ou o0s polimeros seleccionados tém
tipicamente um uUnico grupo aldeido reactivo. Geralmente, o
polimero hidrossoluvel nédo serda seleccionado de residuos
glicosilo de ocorréncia natural, porque estes sdao geralmente
produzidos mais convenientemente por sistemas de expressao

recombinante de mamiferos.

Os métodos para preparar um polipéptido ou anticorpo Sp35
soltvel PEGilado incluem geralmente os passos de (a) fazer
reagir um polipéptido ou anticorpo antagonista de Sp35 com
polietilenoglicol (tal como um derivado éster ou aldeido
reactivo de PEG) sob condicgdes em que a molécula se torna ligada
a um ou mais grupos PEG, e (b) obter um ou mais produtos de
reacgao. Em geral, a condicgbes O¢éptimas de reacgado para as
reacgdes de acilacgcao serao determinadas caso a caso, com base em
parédmetros conhecidos e no resultado desejado. Por exemplo, uma
maior razao de PEG para proteina, conduz geralmente a uma maior

percentagem de produto poli-PEGilado.

A alquilacao redutora para produzir uma populacao
substancialmente homogénea de mono-polimero/anticorpo Sp35 ou
polipéptido Sp35 soluvel inclui geralmente os passos de: (a)
fazer reagir uma proteina ou polipéptido Sp35 soluvel com uma
molécula reactiva de PEG sob condig¢des de alquilacado redutora,
num pH adequado para permitir modificacao selectiva do grupo
amino N-terminal do polipéptido ou anticorpo; e (b) obter um ou

mais produtos de reaccgao.
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Para uma populacao substancialmente homogénea de mono-
polimero/polipéptido Sp35 ou anticorpo de Sp35 soluavel, as
condigcdes reaccionais de alguilacado redutora sao aquelas que
permitem a ligacao selectiva da unidade de polimero
hidrossoluvel ao N-terminal do polipéptido ou anticorpo. Tais
condig¢des reaccionais geralmente proporcionam diferencas de pKa
entre o0s grupos amino da cadeia lateral da lisina e 0O grupo
amino N-terminal. Para objectivos da presente divulgacao, o pH

estd geralmente na gama de 3-9, tipicamente, 3-6.

Os polipéptidos ou anticorpos Sp35 soluveis incluem um
marcador, e. g., uma unidade que pode ser subsequentemente
libertada por protedlise. Assim, a unidade de 1lisina pode ser
selectivamente modificada fazendo reagir primeiramente um
marcador-His modificado com um ligante de baixo peso molecular,
tal como o reagente de Traut (Pierce) qgue 1ira reagir com a
lisina e com o N-terminal, e depois libertando o marcador-His. O
polipéptido conterda depois um grupo SH livre que pode ser
selectivamente modificado com um grupo principal tio-reactivo
contendo PEG, tais como um  grupo maleimida, um  grupo

vinilsulfona, um grupo haloacetato ou um SH livre ou protegido.

0O reagente de Traut pode ser substituido com qualguer
ligante gque estabeleca um local especifico para ligacdo do PEG.
Por exemplo, o reagente de Traut pode ser substituido com SPDP,
SMPT, SATA ou SATP (Pierce). De modo semelhante, poder-se-ia
reagir a proteina com um ligante amino-reactivo que introduz uma
maleimida (por exemplo, SMCC, AMAS, BMPS, MBS, EMCS, SMPB, SMPH,
KMUS ou GMBS), um grupo haloacetato (SBAP, SIA, SIAB) ou um
grupo vinilsulfona e fazer reagir o produto resultante com um

PEG gque contém um SH livre.
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Em alguns exemplos, a unidade de polialquilenoglicol &
acoplada a um grupo cisteina do polipéptido ou anticorpo
antagonista de Sp35. 0 acoplamento pode ser efectuado
utilizando, e. g., um grupo maleimida, um grupo vinilsulfona, um
grupo haloacetato ou um grupo tiol.

Opcionalmente, o polipéptido ou anticorpo Sp35 soluvel é
conjugado a unidade de polietilenoglicol através de uma ligacdao
labil. A ligagdo 1léabil pode ser clivada, e. g., em hidrdlise
biogquimica, protedlise ou clivagem sulfidrilica. Por exemplo, a

ligacado pode ser clivada sob condigdes in vivo (fisioldgicas).

As reacgbes podem ocorrer através de qualquer método
adequado wutilizado para fazer reagir materiais bioclogicamente
activos com polimeros inertes, geralmente a cerca de pH 5-8,
e. g., pH 5, 6, 7 ou 8, se 0s Jgrupos reactivos estiverem no
grupc amino alfa no N-terminal. Geralmente © processo envolve a
preparacadao de um polimero activado e posteriormente fazer reagir
a proteina com o polimero activado para produzir a proteina

soluvel adequada para a formulacéo.

Antagonistas do Polinucledétido Sp35

Exemplos especificos compreendem um método de tratamento de
um disturbio de desmielinizacao ou dismielinizacao,
compreendendo a administracao de uma guantidade eficaz de um
antagonista do polinucledtido Sp35 que compreende uma molécula
de acido nucleico que se liga especificamente a um
polinucledétido que codifica Sp35. 0 antagonista do
polinucledétido Sp35 previne a expressao de Sp35 (silenciamento).
Os antagonistas do polinucledétido Sp35 incluem, mas nao estao

limitados a, moléculas anti-sentido, ribozimas, siARN, sShARN e
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ARNi. Tipicamente, tais moléculas de ligacao sao administradas
separadamente ao animal (ver, por exemplo, O’Connor, J.
Neurochem. 56: 560 (1991), mas tais moléculas de ligacdo podem
também ser expressas 1in vivo a partir de polinucledtidos
incorporados por uma célula hospedeira e expressos in vivo. Ver
também Oligodeoxynucleotides as Antisense Inhibitors of Gene

Expression, CRC Press, Boca Raton, FL (1988).

O ARNi refere-se a expressadao de um ARN que interfere com a
expressao do ARNm alvo. Especificamente, o ARNi silencia um gene
alvo por interaccdao com o ARNm especifico (e. g. Sp35) através
de um siARN (ARN de interferéncia curto). O complexo de ARN em
cadeia dupla ¢ depois direccionado para degradacdo pela célula.
As moléculas adicionais de ARNi incluem ARN de gancho-de-cabelo
pequeno (shARN) ; também gancho-de-cabelo pequeno de
interferéncia. A molécula de shARN contém sequéncias de sentido
e anti-sentido de um gene alvo ligadas por uma ansa. O ShARN é
transportado do nucleo para o citoplasma, ¢ degradado em
conjunto com ARNm. Os promotores Pol III ou U6 podem ser

utilizados para expressar ARN para ARNi.

O ARNi ¢é mediado por moléculas de ARN de cadeia dupla
(dsARN) qgue tém homologia especifica de sequéncia as seus ARNm
“alvo” (Caplen et al., Proc Acad Natl Sci USA 98:9742-9747,
2001). Estudos biogquimicos em lisados livres de célula de
droséfila dindicam gue os mediadores de silenciamento génico
dependente de ARN sao duplexes de ARN de “intereferéncia curto”
de 21-25 nucledtidos (siARN). Desta forma, as moléculas de siARN
sao vantajosamente utilizadas nos métodos da presente
divulgagcao. Os siARN sao derivados do processamento de dsARN por
uma RNase conhecida como DICER (Bernstein et al., Nature

409:363-366, 2001). Parece que os produtos duplexes de siARN sao
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recrutados num complexo multi-proteina siARN denominado RISC
(Complexo de Silenciamento Induzido por ARN). Sem se pretender
estar limitado por qualquer teoria particular, cré-se gque um
RISC € guiado a um ARNm alvo, onde a duplex de siARN interage de
um modo especifico de sequéncia para mediar a clivagem de um
modo catalitico (Bernstein et al., Nature 409: 363-366, 2001;
Boutla et al., Curr Biol 11: 1776-1780, 2001).

O ARNi tem sido utilizado para analisar a funcdo génica e
para identificar genes essenciais em células de mamiferos
(Elbashir et al., Methods 26: 199-213, 2002; Harborth et al., J
Cell Sci 114:4557-4565, 2001), dincluindo, a titulo de exemplo
ndao limitativo, neurdénios (Krichevsky et al., Proc Acad Natl Sci
UsSa 99: 11926-11929, 2002). O ARNi estd também a ser avaliado
para modalidades terapéuticas, tais como inibir ou blogquear a
infecgdo, replicagdo e/ou crescimento de virus, incluindo sem
limita¢ao poliovirus (Gitlin et al., Nature 418: 379-380, 2002)
e HIV (Capodici et al., J Immunol 169: 5196-5201, 2002), e
reduzir a expressao de oncogenes (e. g., 0 gene bcr-abl; Scherr
et al., Blood publicado electronicamente em 26 de Setembro,
antes da publicacado em papel, 2002). O ARNi foi utilizado para
modular a expressaoc génica em embrides de mamifero (murganho) e
anfibio (Xenopus) (respectivamente, Calegari et al., Proc Acad
Natl Sci USA 99:14236-14240, 2002; e Zhou, et al., Nucleic Acids
Res 30:1664-1669, 2002), e em murganhos pds—-nascimento (Lewis
et al., Nat Genet 32: 107-108, 2002), e para reduzir a expressao
transgénica em murganhos transgénicos adultos (McCaffrey et al.,
Nature 418:38-39, 2002) . Os métodos foram descritos para
determinar a eficdcia e a especificidade de siARN em cultura
celular e in vivo (ver, e. g., Bertrand et al., Biochem Biophys

Res Commun 296:1000-1004, 2002; Lassus et al., Sci STKE
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2002(147):PL13, 2002; e Leirdal et al., Biochem Biophys Res
Commun 295:744-748, 2002).

As moléculas que medeiam o ARNi, incluindo sem limitacéo
SiARN, podem ser ©produzidas in vitro por sintese qguimica
(Hohjoh, FEBS Lett 521:195-199, 2002), hidrdélise de dsARN (Yang
et al., Proc Acad Natl Sci USA 99: 9942-9947, 2002), por
transcrigcao in vitro com T7 ARN polimerase (Donzeet et al.,
Nucleic Acids Res 30:e46, 2002; Yu et al., Proc Acad Natl Sci
USA 99: 6047-6052, 2002), e por hidrdlise de ARN de cadeia dupla
utilizando uma nucleasse, tal como a RNase III de E. coli (Yang

et al., Proc Acad Natl Sci USA 99:9942-9947, 2002).

As moléculas de siARN podem também ser formadas por
emparelhamento entre si de dois oligonucledétidos, que tém
tipicamente a seguinte estrutura geral, a qual inclui porcgdes de

cadeia dupla e de cadeia simples:

| —m—| (coesivo )
| X | (“nlcleo” )
5/ _XXXXXXXXAXXXNNNNN-3/ (SEQ ID N°:73)

3’ -NNNNNYYYYYYYYYYYY-5' (SEQ ID N°:74)
|—a—| (coesivo)

Em que N, X e Y sao nucledtidos; X pontes de hidrogénio para
Y; “:” significa uma ponte de hidrogénio entre duas bases; x é
inteiro natural gque tem um valor entre 1 e cerca de 100; e m e n
sao numeros inteiros que tém, independentemente, valores entre 0
e cerca de 100. Em alguns exemplos, N, X e Y sao
independentemente A, G, C e T ou U. Podem estar presentes bases
e nucledtidos de ocorréncia nédo natural, particularmente no caso
de siARN sintético (i. e., o produto do emparelhamento de dois

oligonucledétidos). A seccao central de cadeia dupla é denominada
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o0 “nucleo” e tem pares de bases (pb) como unidades de medida; as
porcdes de cadeia simples sao coesivas, tendo nucledtidos (nt)
como unidades de medida. As porgdes coesivas mostradas séao
coesivas 3’, mas as moléculas com porgdes coesivas 5’ estéo

também no &dmbito da divulgacdo. Estdo também no Aambito da

divulgagcédo moléculas de siARN sem porg¢des coesivas (i. e., m = 0
e n = 0), e aquelas que tém uma porcao coesiva num lado do
nicleo mas nao no outro (e. g., m= 0 e n 2 1, ou vice-versa).

Inicialmente, a tecnologia de ARNi nao pareceu ser
prontamente aplicdvel aos sistemas mamiferos. Isto é porque, nos
mamiferos, o dsARN activa a proteina cinase activada por dsARN
(PKR) resultando numa cascata apoptdética da cascata e morte
celular (Der et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 3279-3283,
1997). Além disso, ja& had muito se sabe que o dsARN activa a
cascata do interferdao em células de mamifero, o que pode também
conduzir a fisiologia celular alterada (Colby et al, Annu. Rev.
Microbiol. 25:333, 1971; Kleinschmidt et al., Annu. Rev.
Biochem. 41: 517, 1972; Lampson et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 58L782, 1967; Lomniczi et al., J. Gen Virol. 8:55, 1970; e
Younger et al., J. Bacteriol. 92:862, 1966) . Contudo, a
activacao mediada por dsARN da PKR e as cascatas de interferao
requerem dsARN mais longo do que cerca de 30 pares de bases.
Pelo contrario, foi demonstrado que o dsARN com menos do que
30 pares de Dbases de comprimento causa ARNi em célula de
mamifero (Caplen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:
9742-9747, 2001). Assim, € esperado que efeitos indesejaveis,
nao especificos, associados com moléculas mais longas de dsARN
possam ser evitadas através da preparacdo de ARN curto que esta

substancialmente livre de dsARN mais longos.
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Referéncias a respeito de siARN: Bernstein et al., Nature
409:363-366, 2001; Boutla et al., Curr Biol 11: 1776-1780, 2001;
Cullen, Nat Immunol. 3:597-599, 2002; Caplen et al., Proc Acad
Natl Sci USA 98: 9742-9747, 2001; Hamilton et al., Science 286:
950-952, 1999; Nagase et al., DNA Res. 6:63-70, 1999; Napoli et
al., Plant Cell 2:279-289, 1990; Nicholson et al., Mamm. Genome
13: 67-73, 2002; Parrish et al., Mol Cell 6:1077-1087, 2000;
Romano et al., Mol Microbiol 6:3343-3353, 1992; Tabara et al.,
Cell 99:123-132, 1999; e Tuschl, Chembiochem. 2:239-245, 2001.

Paddison et al. (Genes & Dev. 1l6: 948-958, 2002) utilizaram
pequenas moléculas de ARN enroladas em gancho-de-cabelo como
meios para afectar o ARNi. Desta forma, tais moléculas de ARN de
gancho-de-cabelo pequeno (shARN) sao também utilizadas
vantajosamente nos métodos da divulgacao. O comprimento da haste
e ansa de shARN funcionais varia; os comprimentos da hansa podem
variar desde cerca de 25 até cerca de 30 nt sem afectar a
actividade de silenciamento e o tamanho da ansa pode variar
entre 4 até cerca de 25 nt sem afectar a actividade de
silenciamento. Sem se pretender estar limitado por qualquer
teoria particular, cré-se qgue estes shARN se assemelham aos
produtos do dsARN da RNase DICER e, em qualquer evento, tém a

mesma capacidade para inibir a expressao de um gene especifico.

Em alguns exemplos da divulgacdo, o shARN ¢é expresso a
partir de um vector lentiviral (pLL3.7) como descrito no

Exemplo 1.

A tecnologia anti-sentido pode ser utilizada para controlar
a expressao génica através de ADN ou ARN anti-sentido, ou
através da formagdo de tripla-hélice. As técnicas anti-sentido
sao discutidas, por exemplo, em Okano, J. Neurochem. 56:560
(1991); Oligodeoxynucleotides as Antisense Inhibitors of Gene
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Expression, CRC Press, Boca Raton, FL (1988). A formacao de
tripla hélice é discutida, por exemplo, em Lee et al., Nucleic
Acids Research 6: 3073 (1979); Cooney et al., Science 241: 456
(1988); e Dervan et al., Science 251:1300 (1991). Os métodos sao
baseados na ligagcdo de um polinucledétido a um ADN complementar

ou ARN.

Por exemplo, a porgao codificante 5’ de um polinucledtido
que codifica Sp35 pode ser utilizada para conceber um
oligonucledétido de ARN anti-sentido desde cerca de 10 a 40 pares
de bases de comprimento. Um oligonucledétido de ADN & concebido
para ser complementar a uma regidao do gene envolvida na
transcrigcao, prevenindo assim a transcricao e a producao da
proteina alvo. O oligonucledtido de ARN anti-sentido hibrida com
o ARNm in vivo e blogqueia a tradugdo da molécula de ARNm no

polipéptido alvo.

Num exemplo, os &cidos nucleicos anti-sentido especificos
para o) gene Sp35 sao produzidos intracelularmente por
transcrigcdo a partir de uma sequéncia exdgena. Por exemplo, um
vector ou uma sua porcao, ¢é transcrito, produzindo um 4&cido
nucleico anti-sentido (ARN) . Tal vector pode permanecer
epissomal ou torna-se integrado cromossomicamente, desde que
possa ser transcrito para produzir o ARN anti-sentido desejado.
Tais vectores podem ser construidos por métodos de tecnologia de
ADN recombinante, convencionais na técnica. Os vectores podem
ser plasmidicos, virais ou outros conhecidos na técnica
utilizada para replicagcdo e expressao em células de vertebrados.
A  expressao da molécula anti-sentido pode ser através de
qualquer promotor conhecido na técnica para actuar em
vertebrados, de um modo preferido, células humanas, tal como

aquelas aqui descritas.
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A complementaridade absoluta de uma molécula anti-sentido,
embora preferida, nao é requerida. Uma sequéncia complementar a,
pelo menos, uma porcado de um ARN que codifica Sp35, significa
uma seqgquéncia que tem suficiente complementaridade para ser
capaz de hibridar com o ARN, formando uma duplex estavel; ou
pode ser ensaiada formacao de triplex. A capacidade para
hibridar dependerd do grau de complementaridade e do comprimento
do &dcido nucleico anti-sentido. Geralmente, quanto maior o &cido
nucleico que hibrida, mais falsos emparelhamentos de base podem
conter e ainda formar um duplex estdvel (ou triplex, se assim
for o caso). O especialista na técnica poderd verificar um grau
tolerdvel de falsos emparelhamentos por utilizacdo de processos
convencionais para determinar o ponto de fusao do complexo

hibridado.

Oligonucledétidos que sdo complementares a extremidade 5’ de
um ARN mensageiro, e. g., a sequéncia 5’ nao traduzida até, e
incluindo, o coddao de iniciagao AUG, devem trabalhar mais
eficientemente na inibicado da traducao. Contudo, foi demonstrado
que as sequéncias complementares as sequéncias 3’ ndo traduzidas
dos ARNm sao também eficazes na inibicdo da traducgcao de ARNm.
Ver genericamente, Wagner, R., Nature 372: 333-335 (1994).
Assim, 0s oligonucledétidos complementares a regiodes nao
traduzidas, nao codificantes, 57— ou 37—, poderiam ser
utilizados numa abordagem anti-sentido para inibir a traducgao de
Sp35. Os oligonucledétidos complementares a regidao 5’ nao
traduzida do ARNm devem incluir o complemento do codao de
iniciacdo AUG. Os oligonucledtidos anti-sentido complementares
as regides codificantes de ARNm sdo inibidores menos eficientes
da traducao mas poderiam ser wutilizados de acordo com a
divulgacadao. Os 4acidos nucleicos anti-sentido devem ter, pelo
menos, seis nucledtidos de comprimento e sao, de um modo

preferido, oligonucledétidos que variam desde 6 a cerca de
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50 nucledétidos de comprimento. Em aspectos especificos, o)
oligonucledétido tem, pelo menos, 10 nucledétidos, pelo menos
17 nucledtidos, pelo menos 25 nucledtidos ou, pelo menos,

50 nucledtidos.

Os polinucledétidos para utilizacado dos métodos terapéuticos
aqui divulgados podem ser ADN ou ARN ou misturas quiméricas ou
derivados ou as suas versdes modificadas, de cadeia simples ou
cadeia dupla. O oligonucledétido pode ser modificado na unidade
da base, na unidade de agucar ou na estrutura de fosfato, por
exemplo, para melhorar a estabilidade da molécula, hibridacao,
etc. O oligonucledétido pode incluir outros grupos apensos, tais
como péptidos (e. g., para direccionar a receptores da célula
hospedeira in vivo), ou agentes que facilitam o transporte
através da membrana celular (ver, e. g., Letsinger et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 86: 6553-6556 (1989); Lemaitre et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. 84:648-652 (1987)); Publicacao PCT
N° W088/09810, publicada em 15 de Dezembro de 1988) ou a
barreira hemato-encefdlica (ver, e. g., publicacéao PCT
N° W089/10134, publicada em 25 de Abril de 1988), agentes de
clivagem despoletados por hibridacéo. (ver, e. g., Krol et al.,
BioTechniques 6: 958-976 (1988)) ou agentes intercalantes. (Ver,
e. ¢g., 2Zon, Pharm. Res. 5:539-549 (1988)). Para este fim, o0
oligonucledtido pode ser conjugado a outra molécula, e. g., um
péptido, agente de reticulacao despoletado por hibridacao,
agente de transporte, agente de clivagem despoletado por

hibridacao, etc.

Um oligonucledtido anti-sentido para utilizacdo nos métodos
terapéuticos aqui divulgados pode compreender, pelo menos, uma
unidade de base modificada que é seleccionada do grupo
incluindo, mas nao limitado a, 5-fluorouracilo, 5- bromouracilo,

5-clorouracilo, 5-iodouracilo, hipoxantina, xantina,
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4-acetilcitosina, 5-(carboxi-hidroxilmetil)uracilo,
5-carboximetilaminometil-2-tiouridina, S5-carboximetilamino—
metiluracilo, di-hidrouracilo, beta-D-galactosilgueosina,
inosina, N-6-isopenteniladenina, l-metilguanina, l-metilinosina,
2,2-dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina,
3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N-6-adenina, 7-metilguanina,
5-metilaminometiluracilo, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo, beta-
D-manosilqueosina, 5’-metoxicarboximetiluracilo,
5-metoxiuracilo, 2-metiltio-N-6-isopenteniladenina, acido
uracil-5-oxiacético (v), wibutoxosina, pseudouracilo, queosina,
2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo,
5-metiluracilo, metiléster do A&cido uracil-5-oxiacético, &acido
uracil-5-oxiacético (v), 5S5-metil-2-tiouracilo, 3(3—-amino-3-N2-

carboxipropil)uracilo (acp3)w e 2,6-diaminopurina.

Um oligonucledtido anti-sentido para utilizacdo nos métodos
terapéuticos aqui divulgados pode também compreender, pelo
menos, uma unidade de agucar modificada seleccionada do grupo
incluindo, mas nao limitada a, arabinose, 2-fluoroarabinose,

xilulose e hexose.

Ainda noutro exemplo, um oligonucledtido anti-sentido para
utilizacdo nos métodos terapéuticos aqui divulgados compreende,
pelo menos, uma estrutura de fosfato modificada seleccionada do
grupo incluindo, mas nao limitada a, um fosforotioato, um
fosforoditioato, um fosforamidotioato, um fosforamidato, um
fosfordiamidato, um metilfosfonato, um fosfotriéster alquilico e

um formacetal ou um seu andlogo.

Ainda noutro exemplo, um oligonucledétido anti-sentido para
utilizagcdo nos métodos terapéuticos aqui divulgados ¢é um
oligonucledétido o—anomérico. Um oligonucledtido o-anomérico

forma hibridos de cadeia dupla especificos com ARN complementar
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em que, contrariamente a situacdo habitual, as cadeias correm
paralelamente umas as outras (Gautier et al., Nucl. Acids Res.
15:6625-6641 (1987)) . o) oligonucledtido é um
2’-0-metilribonucledtido (Inoue et al., Nucl. Acids Res.
15:6131-6148 (1987)), ou um andlogo guimérico de ARN-ADN (Inoue
et al., FEBS Lett. 215:327-330(1987)).

Os polinucleétidos da divulgacao pode ser sintetizados por
métodos convencionais conhecidos na técnica, e. g., por
utilizacao de um sintetizador de ADN automatizado (como estao
comercialmente disponiveis a partir da Biosearch, Applied
Biosystems, etc.). Como exemplos, 0s oligonucledétidos de
fosforoticato podem ser sintetizados pelo método de Stein
et al., Nucl. Acids Res. 16:3209 (1988), os oligonucledtidos de
metilfosfonato podem ser preparados por utilizacao de suportes
de polimero de vidro de poro controlado (Sarin et al., Proc.

Natl. Acad. Sci. USA. 85:7448-7451(1988)), etc.

As composigdes de polinucledétido para utilizagdo nos métodos
terapéuticos aqui divulgados incluem ainda ARN catalitico, ou
uma ribozima (ver, e. g., Publicacao Internacional PCT
WO 90/11364, publicada em 4 de Outubro de 1990; Sarver et al.,
Science 247: 1222-1225 (1990). A utilizacdo de —ribozimas
hammerhead é preferida. As ribozimas hammerhead clivam ARNm em
posicgdes ditadas por regides flanqueadoras que formam pares de
bases complementares com o ARNm alvo. O uUnico requisito é que o
ARNm alvo tem a seguinte sequéncia de duas bases: 5’-UG-3’. A
construcdo e producdo de ribozimas hammerhead € bem conhecida na
técnica e é descrita mais detalhadamente em Haseloff e Gerlach,
Nature 334:585-591 (1988). De um modo preferido, a ribozima &
manipulada de modo que o local de reconhecimento de clivagem

esteja localizado prdéximo da extremidade 5’ do ARNm alvo; i. e.,
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para aumentar a eficiéncia e minimizar a acumulagao intracelular

de transcritos de ARNm nao funcional.

Como na abordagem anti-sentido, as ribozimas para utilizacao

nos métodos de diagndéstico e terapéuticos aqui divulgados sao

compostas de oligonucledtidos modificados (e. g., para
estabilidade melhorada, direccionamento, etc.) e podem ser
distribuidas as células qgue expressam Sp35 in vivo. As

construgdes de ADN que codificam a ribozima podem ser
introduzidas na célula do mesmo modo que acima descrito para a
introducéao de ADN anti-sentido. Um método preferido de
distribuicao envolve a utilizacdo de uma construcao de ADN que
“codifica” a ribozima sob o controlo de um forte promotor
constitutivo, tal como, por exemplo, o promotor pol III ou
pol II, de modo que as células transfectadas irdo produzir
quantidades suficientes de ribozima para destruir mensagens de
Sp35 enddgenas e para 1inibir a tradugcdo. Uma vez que as
ribozimas sdo cataliticas, ao contrdrio das moléculas anti-
sentido, ¢é requerida uma concentracgao intracelular mais baixa

para eficiéncia.

Vectores

Os vectores compreendendo acidos nucleicos que codificam os
antagonistas de Sp35 podem também ser utilizados para produzir
antagonistas para utilizacdo nos métodos da divulgacgdo. A
escolha do vector e das sequéncias de controlo da expressao, aos
quais tais Acidos nucleicos estdo operativamente ligados,
depende das propriedades funcionais desejadas, e. g., da

expressao proteica e da célula hospedeira a ser transformada.
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Os elementos de controlo da expressao Uteis para regular a
expressao de uma sequéncia codificante 1ligada operativamente,
sao conhecidos na técnica. 0Os exemplos incluem, mas nao estao
limitados a, promotores indutiveis, promotores constitutivos,
sinais de secrecao e outros elementos reguladores. Quando um
promotor indutivel for wutilizado, este pode ser controlado,
e. g., por uma alteracdao no estado nutritivo ou uma alteracao na

temperatura, no meio da célula hospedeira.

O vector pode incluir um replicdao procaridtico, 1. e., uma
sequéncia de ADN que tem a capacidade para dirigir a replicacéao
auténoma e a manutencdao da molécula de ADN recombinante
extra—-cromossomicamente numa célula hospedeira bacteriana. Tais
replicdes sadao bem conhecidos na técnica. Além disso, o0s vectores
que incluem replicdo procaridtico podem também incluir um gene
cuja expressdo confere um marcador detectavel, tal como uma
resisténcia a farmaco. Os exemplos de genes Dbacterianos de
resisténcia a fadrmaco sao aqueles que conferem resisténcia a

ampicilina ou tetraciclina.

Os vectores que incluem um vreplicdao procaridético podem
também incluir um promotor procaridético ou bacteridéfago para
dirigir a expressdao das sequéncias génicas codificantes numa
célula hospedeira bacteriana. As sequéncias promotoras
compativeis com hospedeiros bacterianos sao tipicamente
proporcionadas em vectores ©plasmidicos contendo locais de
restricao convenientes para insercao de um segmento de ADN a ser
expresso. Os exemplos de tais vectores plasmidicos sao pUCS8,
PpUCY9, pPBR322 e pBR329 (BioRad), pPL e pKK223 (Pharmacia).
Qualgquer hospedeiro procaridtico adequado pode ser utilizado
para expressar uma molécula de ADN recombinante que codifica uma

proteina utilizada nos métodos da divulgagao.
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Para os objectivos desta divulgacgao, podem ser utilizados
numerosos sistemas de vector de expressao. Por exemplo, uma
classe de vector utiliza elementos de ADN qgue sao derivados de
virus de animais, tais como o virus do papiloma bovino, virus
polioma, adenovirus, virus wvaccinia, Dbaculovirus, retrovirus
(RSV, MMTV ou MOMLV) ou virus SV40. Outros envolvem a utilizacao
de sistemas policistrdénicos com locais de ligagao ao ribossoma
internos. Adicionalmente, as células que integraram o ADN no seu
cromossoma podem ser seleccionadas por introducao de um ou mais
marcadores que permitem a selecgao de células hospedeiras
transfectadas. O marcador pode proporcionar prototrofia a um
hospedeiro auxotrdéfico, resisténcia a biocida (e. g.,
antibidticos) ou resisténcia a metais pesados, tal como cobre. O
gene de marcador de seleccdo pode estar directamente ligado as
sequéncias de ADN a serem expressas, ou introduzido na mesma
célula por co—-transformacao. 0 gene da neomicina
fosfotransferase (neo) é um exemplo de um gene de marcador de
seleccao (Southern et al., J. Mol. Anal. Genet. 1:327-341
(1982)). Podem também ser necessarios elementos adicionais para
a sintese O¢ptima de ARNm. Estes elementos podem incluir
sequéncias de sinal, sinais de splice, assim como promotores

transcricionais, intensificadores e sinais de terminacéao.

Num exemplo, pode ser utilizado um vector de expressao,
propriedade da Biogen IDEC, Inc., referido como NEOSPLA (Patente
U.S. 6159730). Este vector contém o promotor/intensificador de
citomegalovirus, 0 principal promotor da Dbeta globina de
murganho, a origem de replicacao de SV40, a sequéncia de
poliadenilacadao da hormona de crescimento bovino, exdo 1 e exao 2
da neomicina fosfotransferase, o gene e sequéncia lider da
di-hidrofolato redutase. Verificou-se que este vector resulta em
nivel de expressao muito elevado apds transfeccdo em células

CHO, seguida por seleccao em meio contendo G418 e amplificacao
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por metotrexato. Naturalmente, qualgquer vector de expressao gque
€& capaz de induzir expressdao em células eucaridticas pode ser
utilizado na ©presente divulgacado. 0Os exemplos de vectores
adequados incluem, mas nao estdo limitados, aos plasmideos
PCDNA3, PHCMV/Zeo, pPCR3.1, PEF1/His, PIND/GS, PRc/HCMV2,
pSv40/Zeo2, PTRACER-HCMV, pUB6/V5-His, PVAX1 e pZeoSV2
(disponivel a partir da Invitrogen, San Diego, CA) e o plasmideo
pCI (disponivel a partir da Promega, Madison, WI). Vectores de
expressao de célula eucaridética adicionais sao conhecidos na
técnica e estdao comercialmente disponiveis. Tipicamente, tais
vectores contém locais convenientes de restricdo para insercéao
do segmento desejado de ADN. Os vectores exemplificativos
incluem pSVL e pKSV-10 (Pharmacia), pBPV-1, pmL2d (International
Biotechnologies), pTDT1 (ATCC 31255), vector de expressao
retroviral pMIG e pLL3.7, vector shuttle de adenovirus pDC315 e
vectores AAV. Outros sistemas exemplificativos de vectores sao

divulgados, e. g., na patente U.S. 6413777.

Em geral, o rastreio de grandes numeros de células
transformadas para aquelas dgue expressam apropriadamente niveis
elevados do antagonista, é experimentacdo de rotina que pode ser

realizada, por exemplo, por sistemas robdéticos.

As sequéncias reguladores frequentemente utilizadas para a
expressao de célula hospedeira de mamifero incluem elementos
virais que direccionam niveis elevados de expressao proteica em

células de mamifero, tais como promotores e intensificadores

derivados de LTR retrovirais, citomegalovirus (CMV) (tal como o
promotor/intensificador de CMV), virus simio 40 (SV40) (tal como
o promotor/intensificador de SV40), adenovirus, (e. g., o)

principal promotor tardio de adenovirus (AdmLP)), polioma e
fortes promotores de mamifero, tais como os promotores nativos

de 1munoglobulina e actina. Para uma descricao adicional de
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elementos reguladores virais, e as suas sequéncias, ver, e. g.,
Stinski, Pat. U.S. N° 5168062; Bell, Pat. U.S. N° 4510245; e
Schaffner, Pat. U.S. N° 4968615.

Os vectores de expressao recombinante podem conter
sequéncias que regulam a replicagcdao do vector em células
hospedeiras (e. g., origens de replicacdo) e genes marcadores de
seleccao. O gene marcador de seleccao facilita a seleccao de
células hospedeiras nas quais o vector foi introduzido (ver,
e. g., Axel, Pat. U.S. N° 4399216; 4634665 e 5179017). Por
exemplo, tipicamente o gene marcador de selecgcao confere
resisténcia a wum farmaco, tais como G418, higromicina ou
metotrexato, numa célula hospedeira na qual o vector foi
introduzido. Os genes marcadores de seleccao frequentemente
utilizados dincluem o gene da di-hidrofolato redutase (DHFR)
(para utilizacao em células hospedeiras dhfr com
seleccdo/amplificacdo de metotrexato) e 0 gene neo (para

seleccao de G418).

Os vectores que codificam antagonistas de Sp35 podem ser
utilizados para transformacao de uma célula hospedeira adequada.
LA transformacdo pode ser através de qualquer método adequado. Os
métodos para introducao de ADN exdgeno em células de mamifero
sdo bem conhecidos na técnica e incluem transfecg¢do mediada por
dextrano, precipitacdo com fosfato de calcio, transfeccao
mediada por polibreno, fusao de protoplastos, electroporacao,
encapsulacao de wum ou mais polinucledétidos em lipossomas e
microinjecg¢do directa de ADN em nuUcleos. Além disso, as
moléculas de &cido nucleico podem ser introduzidas em células de

mamifero através de vectores virais.
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A transformacao de células hospedeiras pode ser realizada
por métodos convencionais adequados ao vector e a célula
hospedeira utilizados. Para a transformacao de células
hospedeiras procaridticas, podem ser wutilizados métodos de
electroporagao e de tratamento com sal (Cohen et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 69:2110-14 (1972)). Para a transformacao de
células de vertebrado, podem ser utilizados métodos de
electroporagao, de lipido catidnico ou de tratamento com sal.
Ver, e. g., Graham et al., Virology 52: 456-467 (1973); Wigler
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA T76: 1373-76 (1979).

A linha celular hospedeira utilizada para a expressao
proteica ¢, de um modo muito preferido, de origem de mamifero;
0s especialistas na técnica tém a capacidade para determinar, de
um modo preferido, as linhas celulares hospedeiras particulares
que sao mais bem adequadas para o produto génico desejado a ser
ai expresso. As linhas celulares hospedeiras exemplificativas
incluem, mas nao estdao limitadas a, NSO, células SP2, células de
rim de hamster bebé (BHK), células de rim de macaco (CO0S),
célula de carcinoma hepatocelular humano (e. g., Hep G2),
células A549, DG44 e DUXB1ll (linhas de ovario de hamster Chinés,
DHFR menos), HELA (carcinoma cervical humano), CVI (linha de rim
de macaco), COS (um derivado de CVI com antigénio T de Sv40),
R1610 (fibroblasto de hamster chinés), BALBC/3T3 (fibroblasto de
murganho), HAK (linha de rim de hamster), SP2/0 (mieloma de
murganho) , P3x63-Ag3.653 (mieloma de murganho), BFA-1c1BPT
(células endoteliais Dbovinas), RAJI (linfdécito humano) e 293
(rim humano). As linhas celulares hospedeiras estadao tipicamente
disponiveis a partir de servigos comerciais, na American Tissue

Culture Collection ou a partir de literatura publicada.
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A expressao de polipéptidos a partir de linhas celulares de
producao pode ser aumentada utilizando técnicas conhecidas. Por
exemplo, o sistema da glutamina sintetase (GS) €& geralmente
utilizado para aumentar a expressao sob determinadas condigdes.
Ver, e. g., Patentes Europeias N° 0216846, 0256055 e 0323997 e
Pedido de Patente Europeia N° 89303964.4.

Células Hospedeiras

As células hospedeiras para expressao de um antagonista de
Sp35 para utilizacdao num método da divulgacdao podem ser
procaridticas ou eucaridticas. As células hospedeiras
eucaridéticas exemplificativas incluem, mas nao estdao limitadas
a, células de levedura e de mamifero, e. g., células de ovario
de hamster chinés (CHO) (N° de acesso ATCC CCL61), células de
embridao de murganho NIH Suigo NIH-3T3 (N° de acesso ATCC
CRL1658) e células de rim de hamster bebé (BHK). Outras células
hospedeiras eucaridéticas uteis incluem células de 1insecto e
células vegetais. As células hospedeiras procaridticas

exemplificativas sdo E. coli e Streptomyces.

Terapia Génica

Um antagonista de Sp35 pode ser produzido in Vvivo num
mamifero, e. g., um doente humano, utilizando uma abordagem de
terapia génica para tratamento de uma doenga, disturbio ou leséo
do sistema nervoso, em qgue a promoc¢do da sobrevivéncia,
proliferacao e diferenciacdao de oligodendrdécitos ou a promogao
da mielinizacadao de neurdnios seria terapeuticamente benéfica.
Isto envolve a administracdo de um &acido nucleico que codifica

um antagonista de Sp35 adequado, operativamente ligado a
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sequéncias de controlo de expressao adequadas. Geralmente, estas
sequéncias sao incorporadas num vector viral. Os vectores virais
adequados para tal terapia génica incluem um vector adenoviral,
um  vector alphavirus, um  vector enterovirus, um  vector
pestivirus, um vector lentiviral, um vector Dbaculoviral, um
vector herpesvirus, um vector viral de Epstein Barr, um vector
papovaviral, um vector poxvirus, um vector viral de vaccinia, um
vector viral adeno-associado e um vector viral de Therpes
simplex. O vector viral pode ser um vector viral com replicacgéao
defeituosa. 0Os vectores adenovirais que tém uma delecdao no seu
gene El1 ou gene E3 sao tipicamente utilizados. Quando um vector
adenoviral for utilizado, o vector, geralmente, nao tem um gene

marcador de seleccgao.

Composicdes Farmacéuticas

Os antagonistas de Sp35 utilizados nos métodos da divulgacgao
podem ser formulados em composicdes farmacéuticas para
administracdo a mamiferos, incluindo humanos. As composicdes
farmacéuticas utilizadas nos métodos desta divulgacao
compreendem veiculos farmaceuticamente aceitdveis, incluindo,
e. g., permutadores idnicos, alumina, estearato de aluminio,
lecitina, proteinas séricas, tais como albumina de soro humano,
substédncias tampdo, tais como fosfatos, glicina, &cido sérbico,
sorbato de potdssio, misturas parciais de glicéridos de &cidos
gordos vegetails saturados, &gua, sais ou eletrdlitos, tais como
sulfato de protamina, hidrogenofosfato dissddico,
hidrogenofosfato de potdssio, cloreto de sdédio, sais de =zinco,
silica coloidal, trissilicato de magnésio, polivinilpirrolidona,
substancias com base em celulose, polietilenoglicol,

carboximetilcelulose de sdédio, poliacrilatos, ceras, polimeros
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de Dbloco de polietileno-polioxipropileno, polietilenoglicol e

lanolina.

As composicdes utilizadas nos métodos da presente divulgacao

podem ser administradas através de qualgquer método adequado,

e. g., parentericamente, intraventricularmente, oralmente, por
inalacéao de spray, topicamente, rectalmente, nasalmente,
bucalmente, vaginalmente ou através de um reservatdrio

implantado. Como aqui utilizado, o termo “parentérico” inclui
injeccéao subcuténea, intravenosa, intramuscular,
intra-articular, intra-sinovial, intra-esternal, intratecal,
intra-hepatica, intra-lesdao e intracraniana ou técnicas de
infusao. Como descrito previamente, o0s antagonistas de Sp35
utilizados nos métodos da divulgagao actuam no sistema nervoso
para promoverem a sobrevivéncia, proliferacdao e diferenciacédo de
oligodendrdécitos e a mielinizacdo de neurdnios. Desta forma, nos
métodos da divulgacado, os antagonistas de Sp35 sao administrados
de tal modo gue atravessam a barreira hemato-encefdlica. Esta
passagem pode resultar de propriedades fisico-guimicas inerentes
a prépria molécula antagonista de Sp35, de outros componentes da
formulacdo farmacéutica ou da wutilizacdao de um dispositivo
mecanico, tais como uma agulha, cédnula ou instrumentos
cirtirgicos para atravessarem a barreira hemato-encefdlica.
Sempre que o antagonista de Sp35 ¢é uma molécula gue nao
atravessa i1nerentemente a barreira hemato-encefdlica, e. g., uma
fusao com uma unidade que facilita o atravessamento, as vias
adequadas de administracao sao, e. g., intratecal ou
intracraniana, e. g., directamente numa lesdo crénica de EM.
Sempre que o antagonista de Sp35 é uma molécula que atravessa
inerentemente a barreira hemato-encefdlica, a via de
administragdo pode ser por uma ou mais das varias vias descritas

abaixo.
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As formas injectdveis estéreis das composicbes utilizadas
nos métodos desta divulgacgado podem ser uma sSuspensao aguosa ou
oleaginosa. Estas suspensdes podem ser formuladas de acordo com
técnicas conhecidas no campo técnico, utilizando agentes
adequados de dispersao ou molhantes e agentes de suspensao. A
preparagdo injectdavel estéril pode também ser uma solugao ou
suspensao injectavel estéril num diluente ou solvente
parentericamente aceitdvel ndo tdéxico, por exemplo como uma
suspensao em 1,3-butanodiol. Entre os veiculos e solventes
aceitavels que podem ser utilizados estdo a 4&gua, solucdo de
Ringer e solucgao isotdénica de cloreto de sdédio. Além disso,
6leos fixos estéreis sao convencionalmente utilizados como um
solvente ou meio de suspensao. Para este objectivo, qualquer
6leo fixo suave pode ser utilizado, incluindo mono- ou
di-glicéridos sintéticos. Os 4&acidos gordos, tal como 4acido
oleico e os seus derivados glicéridos, sao Uteis na preparagao
de injectaveis, como sao O6leos naturais farmaceuticamente
aceitdveis, tais como azeite ou ¢leo de ricino, especialmente
nas suas versdes polioxietiladas. Estas solucgdes ou suspensdes
de 6leo podem também conter um diluente ou dispersante alcodlico
de cadeia 1longa, tais como carboximetilcelulose ou agentes
dispersantes semelhantes que sado geralmente utilizados na
formulagcdo de formas de dosagem farmaceuticamente aceitaveis,
incluindo emulsdes e suspensdes. Outros agentes tensioactivos
geralmente utilizados, tais como Tweens, Spans e outros agentes
emulsionantes ou intensificadores de biodisponibilidade que séao
geralmente utilizados no fabrico de formas de dosagem sdélidas,
liquidas, ou outras, farmaceuticamente aceitdveis também podem

ser utilizadas para os objectivos da formulacgéao.

As formulagdes parentéricas podem ser uma dose Unica de
bdélus, uma infusdo ou uma dose de bdlus de carregamento, seguida

por uma dose de manutencao. Estas composigdes podem ser
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administradas em intervalos fixos ou varidvels especificos,

e. g., uma vez por dia ou num base “sempre que necessario”.

Determinadas composicodes farmacéuticas utilizadas nos
métodos desta divulgacadao podem ser administradas oralmente numa
forma de dosagem aceitavel incluindo, e. g., cdpsulas,
comprimidos, suspensdes ou solucgdes aquosas. Determinadas
composicgdes farmacéuticas também podem ser administradas por
aerossol nasal ou inalacao. Tais composicdes podem ser
preparadas como solucdes em soro fisioldgico, empregando &alcool
benzilico ou outros conservantes, promotores de absorcdo para
aumentar a biodisponibilidade e/ou outros agentes solubilizantes

ou dispersantes convencionais adequados.

A quantidade de um antagonista de Sp35 que possa ser
combinado com os materiais veiculo para produzir uma forma de
dosagem unitédria varia dependendo do hospedeiro a ser tratado,
do tipo de antagonista wutilizado e do modo particular de
administracadao. A composicao pode ser administrada como uma dose
Unica, doses multiplas ou ao longo de um periodo de tempo
estabelecido numa infusdo. Os regimes de dosagem também podem
ser ajustados para proporcionar a melhor resposta desejada

(e. g., uma resposta terapéutica ou profildctica).

Os métodos da divulgacao utilizam um “quantidade
terapeuticamente eficaz” ou “quantidade profilacticamente
eficaz” de um antagonista de Sp35. Uma tal quantidade

terapeuticamente ou profilacticamente eficaz pode variar de
acordo com factores, tais como o estado da doenca, idade, sexo e
peso do individuo. Uma quantidade terapeuticamente ou
profilacticamente eficaz é também uma em gque gquaisquer efeitos
tdéxicos ou prejudiciais sao compensados pelos efeitos

terapeuticamente benéficos.
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Um regime de tratamento e dosagem especificos para qualquer
doente particular dependerdao de uma variedade de factores,
incluindo o antagonista de Sp35 particular utilizado, da idade
do doente, do peso corporal, saude geral, sexo e dieta, e do
momento de administracdo, taxa de excrecao, combinacao de
farmacos e da gravidade da doenca particular a ser tratada. A
avaliacdo de tais factores pelo técnico de saude estd dentro do
conhecimento geral na matéria. A quantidade dependerda também do
doente individual a ser tratado, da via de administracao, do
tipo de formulacao, das caracteristicas do composto utilizado,
da gravidade da doenca e do efeito desejado. A quantidade
utilizada pode ser determinada por principios farmacoldgicos e

farmacocinéticos bem conhecidos na técnica.

Nos métodos da divulgacdo, os antagonistas de Sp35 séo
administrados geralmente directamente ao sistema nervoso,
intracerebroventricularmente ou intratecalmente, e. g., numa
lesdo crénica de EM. As composicgdes para administracao de acordo
com os métodos da divulgacdo podem ser formulados de modo que
seja administrada uma dosagem de 0,001-10 mg/kg de peso corporal
por dia do polipéptido antagonista de Sp35. Em alguns exemplos
da divulgacdo, a dosagem é 0,01-1,0 mg/kg de peso corporal por
dia. Em alguns exemplos, a dosagem ¢é 0,001-0,5 mg/kg de peso

corporal por dia.

Para o tratamento com um anticorpo antagonista de Sp35, a
dosagem pode variar, e. g., desde cerca de 0,0001 a 100 mg/kg, e
mais geralmente, 0,01 a 5 mg/kg (e. g., 0,02 mg/kg, 0,25 mg/kg,
0,5 mg/kg, 0,75 mg/kg, 1 mg/kg, 2 mg/kg, etc.), do peso corporal
do hospedeiro. Por exemplo, as dosagens podem ser 1 mg/kg de
peso corporal ou 10 mg/kg de peso corporal ou dentro da gama de
1-10 mg/kg, de um modo preferido, pelo menos 1 mg/kg. Sao também

pretendidas doses intermédias nas gamas acima no Aambito da
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divulgagédo. Aos individuos podem ser administradas tais doses
diariamente, dia sim dia nao, semanalmente ou de acordo com
qualquer outro plano determinado por andlise empirica. Um
tratamento exemplificativo requer a administracdo em multiplas
dosagens ao longo de um periodo prolongado, por exemplo, de pelo
menos selis meses. Regimes de tratamento exemplificativos
adicionais requerem a administracao uma vez por cada duas
semanas ou uma vez Por més ou uma vez por cada 3 a 6 meses.
Planos de dosagem exemplificativos incluem 1-10 mg/kg ou
15 mg/kg em dias consecutivos, 30 mg/kg em dias alternados ou
60 mg/kg semanalmente. Em alguns métodos, sao administrados
simultaneamente dois ou mais anticorpos monoclonais com
diferentes especificidades de ligagao, em cujos casos a dosagem
de cada anticorpo administrado enquadra-se dentro das gamas

indicadas.

Em determinados exemplos, um individuo pode ser tratado com
uma molécula de 4&acido nucleico que codifica um polinucledtido
antagonista de Sp35. As doses para acidos nucleicos variam desde
cerca de 10 ng a 1 g, 100 ng a 100 mg, 1 pg a 10 mg ou 30-300 ug
de ADN por doente. As doses para vectores virais infecciosos

variam desde 10-100, ou mais, virides por dose.

Compostos activos suplementares podem também ser
incorporados nas composicdes utilizadas nos métodos da
divulgacao. Por exemplo, um polipéptido Sp35 soluvel ou uma
proteina de fusdo podem ser co-formulados e/ou co-administrados

com um ou mais agentes terapéuticos adicionais.

A divulgacao abrange qualqgquer método adequado de
distribuicdao para um antagonista de Sp35 a um tecido alvo
seleccionado, incluindo injeccao de bdélus de uma solucao agquosa

ou implantacdo de um sistema de libertacao controlada. A
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utilizagcdo de um implante de libertacao controlada reduz a

necessidade para injeccgdes repetidas.

Os antagonistas de Sp35 utilizados nos métodos da divulgacao
podem ser infundidos directamente no cérebro. Sao conhecidos
vadrios implantes para infusdo cerebral directa de compostos e
sao eficazes na distribuicdao de compostos terapéuticos a doentes
humanos que sofrem de disturbios neuroldgicos. Estes incluem
infusao crdénica cerebral utilizando uma bomba, cateteres
intersticiais temporarios, implantados estereotaxicamente,
implantes de cateteres intracranianos permanentes e implantes
biodegraddveis implantados cirurgicamente. Ver, e. g., Gill et
al., supra; Scharfen et al., “High Activity Iodine-125
Interstitial Implant For Gliomas” Int. J. Radiation Oncology
Biol. Phys. 24 (4):583-591 (1992); Gaspar et al., *“Permanent
1251 Implants for Recurrent Malignant Gliomas”, Int. J.
Radiation Oncology Biol. Phys. 43(5):977-982 (1999);
capitulo 66, péaginas 577-580, Bellezza et al., “Stereotactic
Interstitial Brachytherapy” em Gildenberg et al., Textbook of
Stereotactic and Functional Neurosurgery, McGraw-Hill (1998); e
Brem et al., “The Safety of Interstitial Chemotherapy with
BCNU-Loaded Polymer Followed by Radiation Therapy in the
Treatment of Newly Diagnosed Malignant Gliomas: Phase I Trial”

J. Neuro-Oncology 26: 111-23 (1995).

As composicbes podem também compreender um antagonista de
Sp35 disperso num material veiculo biocompativel que funcione
como um sistema adequado de distribuig¢ao ou apoio para os
compostos. 0s exemplos adequados de veiculos de 1libertacéo
sustida, incluem matrizes poliméricas semipermedveis na forma de
artigos moldados, talis como supositdérios ou cépsulas. As
matrizes de libertacdo sustida implantdveis ou microcapsulares
incluem polilactidas (Patente U.S. Ne° 3773319; documento
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EP 58481), copolimeros de &cido L-glutédmico e gama-etil-L-
glutamato (Sidman et al., Biopolymers 22: 547-56 (1985));
poli(2-hidroxietil-metacrilato), etileno-vinil-acetato (Langer
et al., J. Biomed. Mater. Res. 15: 167-277 (1981); Langer, Chem.
Tech. 12:98-105 (1982)) ou é&cido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico
(documento EP 133988).

Em alguns exemplos da divulgacdo, um antagonista de Sp35 é
administrado a um doente por infusadao directa numa regiao
apropriada do cérebro. Ver, e. g., Gill et al., *“Direct brain
infusion of glial <cell line-derived neurotrophic factor in
Parkinson disease” Nature Med. 9: 589-95 (2003). Técnicas
alternativas estdo disponiveis e podem ser aplicadas para
administrar um antagonista de Sp35 de acordo com a divulgacao.
Por exemplo, a colocagcdo estereotdctica de um cateter ou
implante pode ser realizada utilizando a unidade de
Riechert-Mundinger e a unidade 1localizadora polivalente de ZD
(Zamorano-Dujovny). Um varrimento tomografico (CT) computarizado
de contraste aumentado, injetando 120 mL de omnipaque, 350 mg de
iodo/mL, com uma espessura de corte de 2 mm, pode permitir um
plano de tratamento multiplanar tridimensional (STP, Fischer,
Freiburg, Alemanha). Este equipamento permite o planeamento com
base em estudos da 1imagiologia de ressondncia magnética,
fundindo a informacédo alvo de CT e MRI para clara confirmacao do

alvo.

O sistema estereotdctico de Leksell (Downs Surgical, Inc.,
Decatur, GA) modificado para wutilizacdo com um sistema de
varrimento CT da GE (General Electric Company, Milwaukee, WI),
assim como O sSistema estereotdctico de Brown-Roberts-wells (BRW)
(Radionics, Burlington, MA) podem ser utilizados para este
objectivo. Assim, na manha do implante, o anel de base anelar da

grelha estereotdctica de BRW pode ser ligado ao créanio do
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doente. Podem ser obtidas secgdes em série de CT em intervalos
de 3 mm através da regidao (tecido alvo), com uma grelha
localizadora de haste de grafite presa a placa de base. Pode ser
estabelecido um programa de planeamento de tratamento
computarizado num computador VAX 11/780 (Digital Equipment
Corporation, Maynard, Mass.) utilizando coordenadas de CT das
imagens da haste de grafite para mapear entre espaco de CT e

espaco de BRW.

Os métodos de tratamento de disturbios de desmielinizacgao ou
dismielinizacao como aqui descritos sao testados tipicamente
in vitro e depois in vivo num modelo animal aceitdvel, para a
actividade terapéutica ou profilédctica desejada, antes da
utilizagdo em humanos. Os modelos animais adequados, incluindo
animais transgénicos, sao conhecidos dos técnicos com
conhecimento geral na matéria. Por exemplo, ensaios 1in vitro
para demonstrar o efeito de diferenciacadao e sobrevivéncia dos
antagonistas de Sp35 sao aqui descritos. O efeito dos
antagonistas de Sp35 na mielinizacdo de axdénios pode ser testado
in vitro como descrito nos Exemplos. Por ultimo, podem ser
realizados testes in vivo por criacdao de murganhos transgénicos
que expressam o antagonista de Sp35 ou por administracao do
antagonista de Sp35 a murganhos ou ratos em modelos, como aqui

descritos.
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Exemplos

Exemplo 1

Sp35 estd envolvido na biologia dos oligodendrdcitos

Os oligodendrécitos maturam através de varias fases de

desenvolvimento desde células progenitoras A2B5 (que expressam

A2B5), diferenciando-se em oligodendrdécitos pré-mielinizantes
(que expressam 01 e 04) e finalmente em oligodendrécitos
mielinizantes maduros (que expressam 01, 04 e MBP). Assim,

através da monitorizacdo da presenca e auséncia dos marcadores
A2B5, 01, 04 e MBP ¢é possivel determinar gqual a fase de
desenvolvimento de uma determinada célula e avaliar o papel de
Sp35-Fc na biologia dos oligodendrécitos. Para uma revisdo geral
da bioclogia dos oligodendrécitos, ver, e. g., Baumann e

Pham-Dinh, Physiol. Rev. 81l: 871-927 (2001).

Os anticorpos monoclonais contra 04, MBP e CNPase foram da

Stemberger Monoclonals; o anticorpo para APC (clone CC-1; ref.

29) foi da Calbiochem. Outros anticorpos foram para pIII
tubulina (Covance), Sp35 (Biogen Idec), Fyn (Santa Cruz
Biotechnology) e fosfo-Fyn (Biosource) . Os anticorpos

monoclonais contra A2B5 estdo disponiveis pela Chemicon.

Sp35 é expresso em oligodendrécitos

A expressao de Sp35 em neurdnios CG P13 purificados de rato,
oligodendrécitos P2 e culturas de astrdécitos P4 foi analisada
por reaccao em cadeia da polimerase, apds transcricao reversa
(RT-PCR). Um Kit da Ambion, Inc. foi utilizado para extrair ARNm

das células de cérebro de rato de acordo com as instrugdes do
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fabricante. A RT-PCR semi-quantitativa foi realizada utilizando
o) iniciador para a frente 57 AGAGACATGCGATTGGTGA 37
(SEQ ID N°: 38) e o Iniciador inverso 5’ AGAGATGTAGACGAGGTCATT
37 (SEQ ID N°: 39) e mostrou elevada expressao em neurdnios,
baixa expressao em oligodendrécitos e nenhuma expressao em

astrdécitos. (Fig. 5).

A expressao de Sp35 em oligodendrécitos foi confirmada por
hibridacdo in situ em secc¢des derivadas de nervo oéptico de rato
adulto. As seccgbdes do nervo O6ptico de rato foram preparadas e
processadas como descrito em Mi et al., “Sp35 is a component of
the ©Nogo-66 receptor/p75 signaling complex” Nat. Neurosci.
7:221-28 (2004) e sondadas com ARN anti-sentido ou de sentido de
Sp35 marcado com digoxigenina, utilizando 0s primeiros
500 nucledétidos da sequéncia codificante de Sp35. As seccgdes
foram coradas de acordo com as instrugdes do fabricante
utilizando um kit de Tyramide Signal Amplification (Amersham
Biosciences) e um kit de anticorpo conjugado com anti-
digoxigenina fluorescente (Perkin Elmer). Para as analises
combinadas de in situ e imunofluorescéncia, as secgdes foram
primeiro sondadas com ARN marcados com digoxigenina e depois com
anticorpos, e. g., anticorpo CCl (Calbiochem; um marcador de
oligodendrécitos maduros) ou anticorpo anti-Sp35. Observou-se
gque o0s oligodendrécitos que hibridaram com uma sonda Sp35
anti-sentido também co-coraram com um anticorpo para CCl (dados
ndo mostrados). Nao foili observada marcacao especifico utilizando
uma sonda Sp35 de sentido. A expressao de Sp35 em
oligodendrécitos foi também confirmada por estudos de imuno-
histoquimica de secc¢des de tecido da regido ventricular lateral
do cértex de rato P7. A maioria das células corticais que marcou
com o anticorpo CCl também marcou com o anticorpo anti-Sp35.

Dados nao mostrados. A especificidade da interacao foi

121



confirmada por pré-adsorpcao do anticorpo anti-Sp35 com Sp35-Fc

(ver Exemplo 2), que eliminou o sinal.

Silenciamento da expressao de Sp35 por ARNi especifico de

Sp35 promove o crescimento e a diferenciacdo de oligodendrécitos

Foi utilizado ARNi especifico de Sp35 para abolir a
expressao de Sp35 em células precursoras de oligodendrécitos,
para examinar como o Sp35 contribui para o crescimento e
diferenciacao de oligodendrdcitos. Foram infectadas
50000 células precursoras de oligodendrécitos A2BS com
lentivirus contendo a sequéncia de ARNi especifica de Sp35 ou

ARNi de controlo, preparados como se segue.

As sequéncias de ADN de Sp35 de murino e rato foram
comparadas para encontrar regides homdélogas para utilizar como
candidatos a ARN de gancho-de-cabelo pequeno (shARN) . Foi
contruido CH324, para a expressao em lentivirus de ARNi de Sp35,
por emparelhamento dos oligonucledtidos LV1-035 e LV1-036 e
ligado a pLL3.7 digerido com Hpal e XhoI. O vector pLL3.7, a
metodologia adicional e a producao do virus foram como descritas
em Rubinson et al., Nat. Genet. 33.401-06 (2003) . Os
oligonucledtidos de ARNi de Sp35 foram adquiridos a MWG e tém as
seguintes sequéncias:

Lv1-035 (oligo de sentido) 5’-TGATCGTCATCCTGCTAGACTTCAAGAGAGTCT
AGCAGGATGACGATCTTTTTTC-3’ (SEQ ID N°: 40) e

Lv1-036 (oligo anti-sentido) 5’'-TCGAGAAAAAAGATCGTCATCCTGCTAGACT
CTCTTGAAGTCTAGCAGGATGACGATCA-3’ (SEQ ID N°: 41).

O ARNi de controlo foi concebido com as mesmas sequéncias de
oligonucledtidos a excecgao das alteracaos nucleotidicas

indicadas em letras minusculas:
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5" -TGATCcTCATcCLtCTAtACTTCAAGAGAGTgTAGCAGGATGACGATCT
TTTTTCTCGA-3’ (SEQ ID N°: 42) e

5’ -TCGAGAAAAAAGATCGTCATCCTGCTAGACTCTCTTGAAGTaAaTAGaA
GGATGACGATCA-3'’ (SEQ ID N°:43).

Antes de produzir o lentivirus, o ADN de pLL3.7 ou o shARN
candidato em pLL3.7 foram cotransfectados com plasmideo marcado
com Sp35-HA de murino numa razao de 5 para 1 em células CHO em
formato de 6 pogos. O silenciamento foi analisado por deteccao
de transferéncia de Western do marcador Sp35-HA de lisados de
células CHO transfectadas, assim como por transferéncia de
Northern de ARN total preparado a partir de pogos duplicados. A
transferéncia foi sondada com um fragmento de ADNc de Sp35. Os
ensaios foram realizados 48 horas pbés—transfeccao. Como
esperado, verificou-se uma reducao 10 vezes de ARNm de Sp35 em
células CHO tratadas com ARNi CH324 relativamente as células
tratadas com controlo. Dados ndo mostrados. Os ARNi de
lentivirus contendo a proteina fluorescente verde (GFP) foram

produzidos como descrito em Rubinson et al. Em culturas tratadas

com controlo ou ARNi de Sp35, aproximadamente 80% dos
oligodendrécitos foram positivos a GFP. O numero total de
células nao foi alterado pelos tratamentos de ARNi. Para

quantificar os efeitos de ARNi na diferenciacao, foram contados

apenas oligodendrécitos que expressam GFP.

Populagdes enriquecidas de oligodendrécitos foram cultivadas
a partir de ratos fémea Long Evans P2, como descrito por Conn,
Meth. Neurosci. 2: 1-4 (Academic Press; 1990) com modificacdes
como se seguem. Resumidamente, o prosencéfalo foi dissecado e
colocado em solugao salina tamponada de Hank (HBSS; Invitrogen).
O tecido foi cortado em fragmentos de 1 mm e foi incubado a
37 °C durante 15 minutos em 0,01% de tripsina e 10 pg/mL de

DNase. As células dissociadas foram plaqueadas em baldes de
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cultura de tecidos T75 revestidos com poli-L-lisina e foram
crescidas a 37 °C durante 10 d em Meio DMEM com 20% de soro
fetal de wvitela (Invitrogen). Os precursores de oligodendrécitos
(A2B5") foram recolhidos por agitacdo do baldo, de um dia para o
outro, a 200 rpm a 37 °C, resultando numa populacao 95% pura. As
culturas foram mantidas em meio de Eagle modificado por Dulbecco
de elevada glucose (DMEM) com FGF/PDGF (10 ng/mL; Peprotech)
durante 1 semana. A remocdo de FGF/PDGF permitiu as células A2B5’
diferenciarem-se em oligodendrécitos premielinizantes 04" apds
3-7 d, e a diferenciarem-se em oligodendrdécitos maduros 04° e
MBP® apds 7-10 d. Estes estados de diferenciacdo sdo prontamente
evidentes a partir de alteracdes de morfologia: as células A2B5"
sao bipolares em termos de forma, 0s oligodendrécitos
premielinizantes 04" tém processos mais longos e mais ramificados
e os oligodendrécitos maduros MBP' contém estruturas de folha de

mielina entre processos.

As células precursoras de oligodendrdécitos A2B5 foram
infectadas com o lentivirus contendo ARNi de CH324. As células
resultantes foram cultivadas durante 3 dias e fol contado o
namero de oligodendrécitos O4-positivo (um  marcador da
diferenciacdo de oligodendrdécitos). A expressao de Sp35 enddgena
foi reduzida por infeccdo com lentivirus de Sp35 ARNi e foi
confirmada por RT-PCR (Fig 6A). A reducao de Sp35 resultou em
oligodendrécitos maduros altamente diferenciados,
comparativamente com células infectadas de controlo, como foi
evidente por aumentos no comprimento de processos celulares e
pela presenca de abundantes estruturas de folha de mielina
(dados nado mostrados). Em células que expressam Sp35 ARNi,
existiam trés vezes mais oligodendrdécitos maduros (O4d-positivo)
que nas culturas de controlo (Fig. 6B). Estes dados indicam que
o) Sp35 pode regular negativamente a diferenciacao de

oligodendrécitos.
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Sp35 negativo dominante promove o) crescimento e

diferenciacdo de oligodendrdcitos

Foram construidos vectores lentivirais que expressam Sp35 de
tipo selvagem e uma forma negativa dominante de Sp35. As

sequéncias de ADN que codificam o Sp35 de tamanho total de

murganho (FL-Sp35, residuos aminoacidicos 34-614 da
SEQ ID N°: 2) foram amplificadas por PCR utilizando 0s
iniciadores 57 -GAGGATCTCGACGCGGCCGCATGGAGACAGACACACTCCTG-3"

(SEQ ID N°: 44) e 5’-GGGGCGGAATTGGATCCTCACAGATCCTCTTCTGAGATGAG—
3 (SEQ ID N°: 45) e introduzidas no vector lentiviral
HRST-IRESeGFP nos locais NotI e BamHI. De modo semelhante, as
sequéncias de ADN que codificam o Sp35 negativo dominante

(DN-Sp35, residuos aminoacidicos 34-581 da SEQ ID N°: 2) foram

amplificados por PCR utilizando 0s iniciadores
57" -GAGGATCTCGACGCGGCCGCATGGAGACAGACACACTCCTG-3 (SEQ ID N°: 46)
e 5’ -GATACGGATCCTCAGCCTTTGCCCCGGCTCCATAGAARCAGC-3’
(SEQ ID N°: 47). Os plasmideos FL-Sp35 e DN-Sp35 foram

transfectados em células 293 para produzir lentivirus como
descrito por Rubinson et al., *“A lentivirus-based system to
functionally silence genes 1in primary mammalian cells, stem
cells and transgenic mice by RNA interference” Nat. Genet. 33:
401-06 (2003). Os oligodendrécitos (preparados como descrito no
Exemplo 4) foram infectados com lentivirus a 2 MOI por célula e
confirmada a expressao de FL-Sp35 e DN-Sp35 por transferéncia de

Western.

DN-Sp35 promoveu a diferenciacdo dos oligodendrécitos,
produzindo um aumento no numero de oligodendrdécitos maduros.
Pelo contrario, a sobreexpressdo de Sp35 de tamanho total
(FL-Sp35) teve o efeito oposto e inibiu a diferenciacao, como
foi evidente por uma redugcdo no numero de oligodendrécitos

maduros comparativamente ao controlo (dados nao mostrados).
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Exemplo 2

Construcédo e purificacédo da proteina de fusdo Sp35-Fc

Foi feita uma construcao fundindo a porcao extra-celular do
Sp35 humano (residuos 1-532) a regido de charneira e Fc de IgGl
humana, para estudar a funcdo bioldgica de Sp35. Foi obtida uma
sequéncia codificante parcial para Sp35 humano por PCR a partir
do clone 227.2 utilizando o iniciador para a frente
5’ -CAGCAGGTCGACGCGGCCGCATGCTGGCG GGGGGCGT-3’ (SEQ ID N°: 48) e o
Iniciador inverso
5" -CAGCAGGTCGACCTCGCCCGGCTGGTTGGCCAACCAGCCGGGCGAGGTCGACCTCGAGG-
37 (SEQ ID N°:49).

O produto de PCR de extremidades rombas foi subclonado no
local SrflI do Vector PCR SCRIPT AMP (Stratagene) para criar o
PCR SCRIPT AMP-Sp35. Um fragmento Sall foi isodado do PCR SCRIPT
AMP-Sp35 e subclonado no vector PCRCAMP Ig (derivado do vector
PCR SCRIPT AMP da Stratagene). No vector PCRCAMP Ig, a sequéncia
de charneira e Fc gama € subclonada como um fragmento SalI(57)
para NotI(3’). O fragmento Sp35 Sall foi subclonado no local
Sall do vector PCRCAMP Ig, fundindo assim a sequéncia de sinal
de Sp35 e o dominio extracelular (coddes 1-532) em—-grelha com as
sequéncias gque codificam a regido de charneira e Fc da Igl
humana. Os isolados correctos foram identificados e um fragmento
NotI contendo o fragmento Fc de Sp35 foi subclonado no local de
clonagem Unico NotI do vector de expressadao de CHO, PV90 (Biogen
Idec). O plasmideo resultante foi confirmado por sequenciacao de

ADN e designado GT123.

As linhas celulares estdvels que expressam a proteina de
fusdo Sp35-Fc foram produzidas por electroporacdao de células

hospedeiras CHO DG44 com o plasmideo GT123. As células CHO
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transfectadas foram cultivadas em MEM menos alfa na presencga de
10% de soro dializado e 4 mM de glutamina para selecionar para
crescimento independente de nucledsido. Quatorze dias
pés—transfeccao, as células foram alimentadas com meio fresco.
Para rastrear para células que expressam Sp35-Fc, as células CHO
foram marcadas com IgG anti-humana de cabra marcada com
ficoeritrina (PE) (Jackson Labs) e submetidas a triagem de
citometria de fluxo de alta velocidade num FACS Mo-Flo
(Cytomation). As células que expressam o0s niveis mais elevados
de Sp35-Fc foram seleccionadas. Estas células foram expandidas
em cultura durante 7 dias, depois re-marcadas e novamente
submetidas a triagem. As células que expressam o0s niveis mais
elevados de Sp35-Fc foram isoladas como clones individuais em
placas de 96 pocgos. Estes clones foram cultivados durante duas
semanas e depois alimentados com meio fresco, um dia antes,
submetidas a andlise FACS para a verificacdo dos niveis de
expressdo. 0Os clones que expressam o0s niveis mais elevados de
Sp35-Fc foram expandidos e foram estabelecidos bancos de células
congeladas. As linhas celulares foram adaptadas para crescer em
cultura de suspensadao no meio sem soro BCM1l6. O titulo do Sp35-Fc
produzido por estes clones foi determinado através do
crescimento das linhas celulares a 37 °C durante 4-5 passagens,
depois crescendo as células até 50% da densidade celular maxima
e cultivando—-as durante 10-15 dias a 28 °C, até a densidade de
células vidveis cair para 75%. Neste instante, o0s meios de
cultura foram recolhidos, 1limpos das células e restos por
centrifugacao, e o0s sobrenadantes de cultura titulados para
niveis de Sp35-Fc por andlise de transferéncia de Western
utilizando um anticorpo Ig anti-humano (Jackson Labs) como a

sonda.
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A proteina de fusao Sp35-Fc foi purificada do meio de
cultura limpido como se segue: 9 mL de HEPES 1 M pH 7,5 foram
adicionados a 900 mL de meio condicionado. O meio aplicado em
descontinuo durante 3 h a 4 °C em 3 mL de Protein A Sepharose
(Amersham Bioscience). A resina foli recolhida numa coluna de
1,5 cm (I.D.) e lavada quatro vezes com 3 mL de PBS, duas vezes
com 4 mL de PBS contendo 800 mM de NaCl e depois novamente com
3 mL de PBS. O Sp35-Fc foi eluido da coluna com 25 mM de NaH;PO4,
pH 2,8 e 100 mM de NaCl em fraccgdes de 1,5 mL e neutralizado por
adigcdo de 75 plL de NaHyPO. 0,5 M, pH 8.6. As fracgdes de pico
contendo proteina foram identificadas por absorvéncia a 280 nm,
agrupadas e submetidas a purificacao adicional numa coluna de
proteina A de 1 mL. Antes da aplicacao, foi adicionado NaCl até
600 mM e HEPES, pH 7,5 até 50 mM. A coluna foi lavada duas vezes
com 600 pL de HEPES 10 mM pH 7,5 e 1 M de NaCl, e depois com
1 mL de PBS. O Sp35-Fc foi eluido da coluna com NaH,PO, 25 mM,
PH 2,8 e 100 mM de ©NaCl, recolhendo fracgdes de 0,5 mL e
neutralizado por adicdo de 25 pL de NaHPOs 0,5 M, pH 8,6. As
fracgcdes de pico contendo proteina foram identificadas por
absorvéncia a 280 nm e agrupadas. Através de SDS-PAGE redutora,
a proteina Sp35-Fc migrou como uma unica banda (> 95% puro) com
uma massa aparente de 90 kDa. Sob condig¢gdes nao redutoras, a
proteina migrou como um dimero com uma massa aproximada de
180 kDa. A proteina Sp35-Fc purificada foi fraccionada e

armazenada a —-70 °C.
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Exemplo 3

Sp35-Fc exd6geno promove a sobrevivéncia/proliferacéao/

diferenciacadao dos oligodendrécitos

Foi avaliada a expressdao de ARNm de Sp35 em oligodendrdcitos
em varias fases de desenvolvimento através do seguinte método.
Os oligodendrdécitos foram induzidos a se diferenciarem como
descrito no Exemplo 1 e o ARNm isolado utilizando o kit Ambion.
A qguantificacao da expressdao de ARNm de Sp35 foi realizada
utilizando o kit Tagman® RT-PCR (Applied Biosystems) de acordo

com as especificacgcdes do fabricante, wutilizando os seguintes

iniciadores: 5’-CTTTCCCCTTCGACATCAAGAC-3" (para a frente;
SEQ ID N°: 50) e 5’ -CAGCAGCACCAGGCAGAA-3' (reverso;
SEQ ID N°:51); e uma sonda marcada com FAM,
5’"-ATCGCCACCACCATGGGCTTCAT-3’ (SEQ ID N°: 52). Os dados foram
normalizados para o0s niveis de GAPDH como um controlo interno.
Os oligodendrécitos de progenitor precoce (A2B5") e 0s
oligodendrécitos pre-mielinizantes (04%) mostraram niveis

equivalentes de ARNm de Sp35, mas o nivel de ARNm de Sp35 mais

do que duplicou em oligodendrdécitos maduros (MBP'). Fig. 7.

Os oligodendrécitos A2B5', preparados como descrito no
Exemplo 1, foram tratados com concentragdes crescentes de
Sp35-Fc ou Fc de controlo durante 3 dias (o Sp35-Fc foi
preparado como descrito no Exemplo 2) . Para avaliar a
diferenciacdo, as células deA2B5" foram plaqueadas em cémaras
laminares de 4 pocos em meio de crescimento sem FGF/PDGE
suplementado com 10 ng/mL de CNTF e 15 nM de triiodo-L-tironina
e foram imediatamente tratadas com concentracdes crescentes de
Sp35-Fc ou Fc de controlo. Apdés 48 h (72 h para ARNi), as
culturas foram coradas com anticorpo para 04, e o numero total

de 04" e de oligodendrécitos 04" maduros foi quantificado. As
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amostras foram analisadas em duplicado. O Sp35-Fc promoveu a
diferenciacdo de células A2B5 em células 04" de um modo

dependente da concentracao. Fig. 8.

Os oligodendrdécitos maduros tém uma semi-vida in vitro de
cerca de 48 a 72 horas, com as células a sofrerem apoptose
tipicamente apos 72 horas. Quando as culturas de
oligodendrdécitos foram tratadas com Sp35-Fc (10 g/mL durante
5 dias), observou-se uma taxa de sobrevivéncia
significativamente aumentada para oligodendrécitos maduros, como
avaliado por coloracdo de células viavels comparativamente a
controlo tratado com Fc de controlo. A expressao de MBP foi
monitorizada como um marcador para ologodendrécitos maduros. Foi
observado um aumento de aproximadamente 3 vezes na expressao da
proteina MBP em células tratadas com Sp35-Fc por coloracgao
celular e transferéncia de Western, utilizando anticorpo

anti-MBP comparativamente a células tratadas com controlo de Fc.

Exemplo 4

Antagonistas de Sp35 regulam RhoA e Fyn

Uma via de sinalizacdo candidata forte que estd implicada no
controlo da diferenciacdo dos oligodendrécitos € a familia Rho
de GTPases. As GTPases Rho regulam a morfologia celular e séao
requeridas quantidades reduzidas de RhoA-GTP para a
diferenciacdao dos oligodendrécitos. Ver Liang, X, et al., J.
Neurosci. 24:7140-7149 (2004). Para determinar se Sp35 sinaliza
através da via RhoA, os niveis de RhoAGTP em lisados celulares
de oligodendrécitos tratados com Sp35-Fc foram comparados com oS
niveis no controlo correspondente através de transferéncia de

Western. Uma reducgao significativa de tré vezes em RhoA-GTP foi
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observada apdés Sp35-Fc (Fig. 924), indicando gque a atenuacao da
fungdo de Sp35 pode induzir a diferenciacado de oliogodendrécitos
por regulacdo negativa de RhoAGTP, com um aumento subsequente na
expressao de MBP. Reducgdes semelhantes em quantidades de RhoA
GTP foram observadas quando os oligodendrécitos foram tratados

com DN-Sp35 ou com Sp35 ARNi (dados nao mostrados).

A actividade da RhoA GTPase € regulada pela Fyn cinase, ver
Liang, X, et al., J. Neurosci. 24: 7140-7149 (2004). A expressao
e fosforilacao aumentada de Fyn correlaciona-se com a
diferenciacdo de oligodendrdcitos. Id. Ver também Osterhout, D.
J., et al., J. Cell Biol. 145:1209-1218 (1999). Para testar se
os antagonistas de Sp35 afectam a funcao de Fyn, a expressao e
fosforilacdo de Fyn forem medidas directamente por transferéncia
de Western. 0O tratamento com DN-Sp35, como descrito no
Exemplo 1, resultou em aumentos de duas vezes na proteina Fyn e
na fosforilacdo de Fyn (Fig. 9B). Inversamente, quando as
células que expressam FL-Sp35 foram analisadas, a expressao e

fosforilacao de Fyn foi reduzida em duas vezes (Fig. 9B).

Exemplo 5

Sp35-Fc promove a mielinizacgao in vitro

O papel de Sp35 na mielinizacdo foi examinado in vitro por
tratamento de co-culturas de neurdnios ganglionares da raiz
dorsal (DRG) e oligodendrdécitos com Sp35-Fc e testendo para
mielinizagdo por imuno-histoquimica e microscopia electrdnica.
Para estes estudos, foil necessadrio primeiro produzir culturas

primarias de neurdénios DRG e oligodendrécitos.
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Génglios de raiz dorsal embriondrios de fémeas de ratos
E14-E17 Long Evans foram cultivados como descrito por Plant et
al., J. Neurosci. 22: 6083-91 (2002). Os DRG dissecados foram
plagqueados em lamelas revestidas com poli-L-lisina (100 ng/mL)
durante 2 semanas na presenca de fluorodesoxiuridina durante os
dias 2-6 e os dias 8-11 em meio NLA contendo 1xB27, 100 ng/mL de
NGF (Invitrogen).

Os oligodendrécitos A2B5" foram preparados como descrito no

Exemplo 1 e foram recolhidos por tripsinizacéao.

Para estudos em co-cultura, os oligodendrécitos A2B5" foram
adicionados as culturas em gota de neurdénios DRG, na presenga ou
auséncia de 10 ug/mL de Sp35-Fc. O meio de <cultura (meio
Neurobasal suplementado com B27 e 100 ng/mL de NGF) foi mudado e
foi adicionado Sp35-Fc¢ fresco as células cada 3 d. Para
identificar as alteracaos na mielinizacao, culturas com
2 semanas foram coradas por coloracdao imuno-histoquimica (“IHC")
para neurofilamentos, com anticorpo anti-BIII-tubulina para
identificar axdénios ou anticorpo anti-MBP para identificar
oligodendrécitos, e as culturas de 4 semanas foram submetidas a
SDS-PAGE, seguida por andlises de transferéncia de Western para
quantificar a MBP. Em exemplos seleccionados, as células foram
fixas para estudos de microscopia electrdénica por adigao de 2,5%
de gluteraldeido directamente sobre as lamelas. Os axdnios
mielinados nas culturas de 2 semanas foram quantificados por
contagem do numero de feixes internodais mielinizados que foram
derivados de oligodendrécitos MBP' isolados. As amostras foram
analisadas em duplicado. As barras de erro denotam determinacgdes
individuais. Os wvalores de P em todos os estudos foram

determinados utilizando uma andlise unidireccional de varidncia.
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Nas culturas primdrias de oligodendrécitos de rato e de
neurdénios ganglionares da raiz dorsal (DRG), foram observados
baixas quantidades Dbasais de mielinizagdo. Pelo contrario, o
tratamento com Sp35-Fc durante 2 semanas resultou em
mielinizacao axonal robusta, como foi evidente através da
presenca de axénios mielinizados de MBP', que se desenvolveram em
culturas tratadas com Sp35-Fc de um modo dependente da dose
(Fig. 10A). A andlise de transferéncia de Western demonstrou que
a expressao de MBP, o principal componente proteico da mielina,
foi aumentada em culturas tratadas com Sp35-Fc (Fig. 10B). A
mielinizacdao na presenca de Sp35-Fc foi ainda confirmada por
microscopia confocal, a qual verificou que a MBP encapsulou o0s
axénios (dados nao mostrados). Foram observados multiplos
internddulos bem formados por microscopia electrénica em
culturas tratadas com Sp35-Fc, assim como estruturas que se
assemelham muito a nddulos de Ranvier (Fig. 10C). Foram
detectados apenas segmentos ocasionalmente mielinizados e nenhum

nédulo de Ranvier em culturas de controlo (Fig. 10D).

O efeito dos antagonistas de Sp35 na mielinizacao axonal foi
ainda confirmado utilizando DN-Sp35. A expressao de DN-Sp35
aumentou o numero total de células MBP mielinizantes em cinco a
dez vezes, quando comparada com controlos (Fig. 10E). Pelo
contrdario, a sobreexpressdo de FL-Sp35 diminuiu o nuUmero de
células MBP' mielinizantes em duas vezes, comparativamente aos
controlos (Fig. 10E). A andlise de transferéncia de Western foi
utilizada para gquantificar a MBP em culturas. DN-Sp35 produziu
um aumento de dez vezes em MBP, enquanto FL-Sp35 causou uma
redugcao de duas vezes em MBP (Fig. 10F). A expressao de
proteinas de FL-Sp35 e DN-Sp35 em culturas foi confirmada por
transferéncia de Western (Fig. 10F). Estes estudos indicam ainda
que Sp35 enddgeno inibe a mielinizagdo e que o antagonismo de

Sp35 pode reverter a inibicao.
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Exemplo 6

Péptidos de dominio Ig de Sp35 promovem a mielinizacéo

in vitro

Diversos péptidos contendo porgdes do dominio Ig de Sp35
foram examinados in vitro, por tratamento de co-culturas de
neurénios ganglionares da raiz dorsal (DRG) e oligodendrdécitos
com péptidos Ig de Sp35 e testando para a mielinizacao, como

descrito no Exemplo 5.

Para estudos de co-cultura, os oligodendrdécitos A2B5" foram
adicionados as culturas em gota de neurdénios DRG na presenca ou
auséncia de 10 pg/mL de Sp35-Ig-Fc¢ (aminodcidos Sp35 417-493
fundidos a Fc). O meio de cultura (meio Neurobasal suplementado
com B27 e 100 ng/mL de NGF) foi mudado e foi adicionado
Sp35-Ig-Fc fresco as células cada 3 d. Para identificar
alteracdes na mielinizacao, culturas com 2 semanas foram coradas
por coloracao imuno-histoquimica (“IHC”) para neurofilamentos,
com anticorpo anti-BIII-tubulina para identificar axénios ou
anticorpo anti-MBP para identificar oligodendrdécitos, e as
culturas de 4 semanas foram submetidas a SDS-PAGE, seguida por

andlises de transferéncia de Western para quantificar MBP.

Andlise de transferéncia de Western demonstrou que a
expressao de MBP, o principal componente proteico da mielina,
foi aumentada em culturas tratadas com Sp35-Ig-Fc (Fig. 15). Um
péptido Sp35-Ig-Fc mutado foi também testado no mesmo ensaio.
Quando a arginina na posicao 456 e a histidina na posigcao 458
foram mutadas para &acido glutdmico e valina, respectivamente, os
péptidos néao promoveram a mielinizacgao, comparativamente ao
péptido Sp35-Ig-Fc. (Fig. 15). A arginina na posicao 456 faz

parte da “ansa RKH” (aminocdcidos 456-458 de Arginina-Lisina-
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Histidina) no dominio Ig de Sp35 e pensa-se que seja importante
para ligacdao do polipéptido antagonista de Sp35. O aumento na
proteina MBP na presenga de Sp35-TIg-Fc é comparadvel ao aumento

na proteina MPB na presenca da molécula de Sp35-Fc. (Fig. 15).

Péptidos ciclicos contendo porg¢des do dominio Ig de Sp35
foram também testados para a sua capacidade para promover a
mielinizacgdo no ensaio descrito no Exemplo 5. O péptido de Sp35
LSPRKH (aminodcidos 454-458) (SEQ ID N°: 61) foi ciclizado pela
adicdo de uma cisteina no N-terminal e um residuo de cisteina no
C-terminal. O péptido foi capsulado com um grupo acetilo (Ac) no
N-terminal e na unidade NH, no seu C-terminal. Adicionalmente, o
péptido LSPRKH (SEQ ID N°: 61) foi também sintetizado com um
grupo biotina ligado através do ligante aminoacidico GSGC no
N-terminal e um residuo de cisteina-NH, no C-terminal e estéd
ciclizado. Os péptidos Sp35 ciclicos resultantes, Ac-CLSPRKHC
(SEQ ID N°: 66) e Biotina-GSGCLSPRKHC (SEQ ID N°: 63) aumentaram
a expressao de MBP, o principal componente proteico da mielina,

em culturas tratadas como mostrado em transferéncias de Western.

(Fig. 16). Outros péptidos <ciclicos foram utilizados como
controlos: biotina-GSGCLSPEKVC (SEQ ID N°: 65),
biotina-GSGCKHSPLRC (SEQ ID N°: 64) e Ac-CLSPEKVC
(SEQ ID N°: 67). Todos os péptidos de controlo ndo mostraram

nenhum aumento de MBP em co-culturas tratadas. (Fig. 16).
Estes estudos indicam ainda que péptidos mais pequenos do

dominio Ig de Sp35 podem actuar como um antagonista de Sp35 para

libertar a inibicadao da mielinizacao por Sp35.
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Exemplo 7

DN-Sp35 actua em neurdnios DRG e oligodendrdécitos para

promover a mielinizacao

Foram realizadas experiéncias para analisar as contribuicgdes
relativas ao processo de mielinizacao de Sp35 em neurdénios DRG
comparativamente a oligodendrdcitos. Foram infectados neurdnios
DRG, oligodendrécitos e co-culturas (preparadas como descrito no
Exemplo 5) com os vectores lentivirais FL-Sp35 e DN-Sp35
descritos no Exemplo 1 e foram realizadas coloragdes imuno-
histoquimicas para células MBP' mielinizadas apds duas semanas.
Foi observado um aumento de 2 vezes nos niveis de MBP em
co—culturas em qgue ambas as células expressam DN-Sp35 e uma
diminuig¢do de 2 vezes nos niveis de MBP em co-culturas em gque

ambas as células expressam FL-Sp35 (Fig. 10G).

A sobreexpressao de FL-Sp35 em qualgquer um ou em ambos 0sS
tipos de células diminui significativamente os niveis basais da
mielinizacao em comparacao com o0 controlo (vector wvazio). Por
outro lado, a sobreexpressao de DN-Sp35 em qualquer ou em ambos
0s tipos de células aumentou os niveis basais da mielinizagao 2
a 3 vezes, comparativamente ao controlo (Fig. 10G). O Sp35-Fc
adicionado exogenamente reverteu a 1inibicado da mielinizacgdo por
sobreexpressao de FL-Sp35 em qualguer um ou em ambos oS tipos de
células. Além disso, o0 Sp35-Fc exdgeno aumentou ainda a
mielinizacdo se qualquer tipo de células sobreexpressar DN-Sp35
isoladamente e teve efeitos 1ligeiros se ambos os tipos de
células sobreexpressarem DN-Sp35. Estes estudos indicam gque a
expressao de uma proteina Sp35 dominante negativa em
oligodendrécitos e neurdnios DRG, ou tratamento com proteina

Sp35-Fc, contribui para mielinizacao eficaz.
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Exemplo 8

Murganhos silenciados para Sp35 apresentam inicio precoce de

mielinizacao

Foram produzidos mrganhos silenciados para Sp35 com um
vector de substituicao GFP/Neo (proteina verde
fluorescente/neomicina) que foi direccionado para a sequéncia
codificante inteira de exao unico de Sp35, como descrito por
Schiemann et al. (Science 293: 2111-2114 (2001). O ADN 129/SvJd
gendmico de murganho foi isolado de uma biblioteca gendmica
lambda (Stratagene N° 946313). Um fragmento EcoRV de 14,6 kb foi
subclonado em pBSK' e depois foi direccionado por recombinacio
homéloga em bactérias, para introduzir o gene repdrter eGFP Q40
no ATG de iniciacdo. A construcao final removeu a totalidade dos
nucledétidos 1-1841 da sequéncia codificante de exdo unico de
Sp35. Esta construgcao foi wutilizada para direccionar o locus
Sp35 em células estaminais embriondrias D3 (129/Sv). As células
correctamente direccionadas foram identificadas por
transferéncia de  Southern de ADN de células estaminais
embrionarias digerido com EcoRI e foram injectadas em
blastocistos C57B1/6 para produzir murganhos quiméricos. Os
murganhos gquiméricos foram cruzados com murganhos C57B1/6 para
produzir murganhos heterozigdéticos iniciais. Os gendtipos foram

determinados por PCR com trés iniciadores de ADN da cauda. O

iniciador para a frente, 5"-CTATCCAAGCACTGCCTGCTC-3"
(SEQ ID N°:53) e 0s dois iniciadores reversos,
57" -GAGTTCTAGCTCCTCCAGGTIGTG-3" (SEQ ID N°: 54) e

5’"-GATGCCCTTCAGCTCGATGCG-3" (SEQ ID N°: 55), produziram produtos
de 275 pb de tipo selvagem e produtos de 356 pb de alelo
mutante, respectivamente, numa reacgao de 35 ciclos (94 °C
durante 20 s, 65 °C durante 30 s, 72 °C durante 30 s). Ver Mi,
S. et al., Nat. Neurosci. 7T: 221-228 (2004). A wvalidacao da
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delecdo do gene Sp35 foli realizada por andlises de transferéncia
de Southern, RT-PCR e transferéncia de Northern. As Dbandas
proeminentes foram detectadas em transferéncia de Northern e
RT-PCR em murganhos de tipo selvagem, mas uma completa auséncia
de bandas foi encontrada nos murganhos silenciados. A
transferéncia de Southern dos heterozigotos mostrou o tipo
selvagem e o alelo de Sp35 modificado. Os murganhos silenciados
para Sp35 pareciam normais, sem qualsquer anomalias ou
alteracodes fisicas 6bvias de comportamento, locomocgao ou
fecundidade. A ninhada de prole heterozigdética F1 wvariou em

tamanho.

Os oligodendrécitos cultivados de murganhos silenciados para
Sp35 foram avaliados por IHC para potenciais alteracdes na
diferenciacdo. Foram observados oligodendrdécitos que eram muito
mais diferenciados e uma grande percentagem de oligodendrdcitos
maduros em Sp35 silenciado do que em culturas da ninhada de tipo
selvagem. Porque o inicio da mielinizacg¢dao no desenvolvimento
normal de murganhos ocorre tipicamente no dia 5 pds—-nascimento
(P), examinou-se a mielinizacao na espinha dorsal Pl de
murganhos de tipo selvagem e de silenciados por microscopia
electrdénica. Consistente com as culturas in vitro, as espinhas
dorsais de murganhos silenciados para Sp35 continham mais fibras
axonais mielinizadas do que a ninhada de tipo selvagem. Fig. 11.
Nenhuma alteracdao 6bvia no nervo cidtico do sistema nervoso
periférico foi detectada nos murganhos silenciados, sugerindo

que os efeitos da mielinizacao foram limitados ao SNC.

DRG e oligodendrécitos co-cultivados dos murganhos
silenciados mostraram mails interacao e mielinizacao em DRG e
oligodendrécitos. DRG e oligodendrdécitos co-cultivados dos
murganhos silenciados para Sp35 mostram mais diferenciacao e

mielinizacdao dos oligodendrécitos. Quando o tecido da espinha
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dorsal dos murganhos silenciados foi examinado por microscopia
electrénica, os murganhos silenciados para Sp35 recém-nascidos
(dia 1 (Pl) e dia 6 (P6) pds—-nascimento) mostraram mais fibra de

mielinizacao do que a ninhada de tipo selvagem.

Os murganhos transgénicos que sobreexpressam Sp35 de tipo
selvagem foram também produzidos de acordo com o método de Hogan
B., Manipulating the Mouse Embryo. A Laboratory Manual. Cold
Spring Harbor Press (1986), pp. 153-183. Quando os murganhos
transgénicos que sobreexpressam Sp35 foram examinados @ por
microscopia electrdnica, os murganhos recém—nascidos (dia 8 (P8)
pés—nascimento) mostraram menos fibra de mielinizacdo do que a

ninhada de tipo selvagem.

Exemplo 9

Sp35-Fc promove a sobrevivéncia de oligodendrdécitos e

mielinizacao in vivo

Murganhos machos adultos C57B1/6 de tipo selvagem foram
alimentados com cuprizona (0,2% em peso, moida com racgdao moida
de murganho) durante 6 semanas para induzir desmielinizacao no
corpo caloso. O Sp35-Fc foi 1injectado estereotacticamente no
corpo caloso demielinizante a 2, 2,5 e 3 semanas de alimentacao
de cuprizona. Os murganhos de controlo foram injectados
estereotacticamente nos mesmos intervalos de tempo, com meio
esterilizado nao contendo qualquer Sp35-Fc. Apds 6 semanas de
alimentacao de cuprizona, os murganhos foram retornados a uma
dieta normal durante 2, 4 e 6 semanas (apenas racao moida de

murganho) para permitir a remielinizacéao.
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Os murganhos tratados com cuprizona foram anestesiados com
cetamina (80 mg/kg de peso corporal) e xilazina (10 mg/kg de
peso corporal) e posicionados num dispositivo de 1imobilizacéao
concebido para cirurgia estereotdctica (David Kopf Instruments).
O escalpe foli aberto e os compostos estéreis injectados (1 pM em
1 mL de HBSS) unilateramente no corpo caloso demielinizado de
forma aguda, dos murganhos recipientes de tipo selvagem com uma
seringa Hamilton de 10 mL utilizando coordenadas estereotacticas
de 0,7 mm posterior e 0,3 mm lateral a bregma a uma profundidade
de 1,7 mm (Messier et al., Pharmacol. Biochem. Behav. 63(2):
(1999)). Adicionalmente, murganhos recipientes de controlo foram
injectados estereotacticamente com HBSS nao contendo qualquer
composto. A abertura no crédnio foi preenchida com Gelfoam e a
drea foi limpa com penicilina e estreptomicina (Gibco) e a
ferida foi suturada. Apds a injeccdo, o0s murganhos foram
sacrificados em cada semana da experiéncia e o0s seus cérebros
foram removidos e processados para andlise molecular, biogquimica

e histoldgica.

Os animais que recebem tratamento com Sp35-Fc mostraram
sobrevivéncia aumentada de oligodendrécitos maduros (com base em
coloracao com anticorpo CCl, Fig. 12) e mielinizacao axonal por
IHC wutilizando anticorpo anti-proteina MBP ou azul rapido de

luxol (dados nao mostrados).

Exemplo 10

Transplantagdao in vivo de células transformadas com Sp35

Também foi investigada a funcdo bioldgica de Sp35 na leséao

da espinha dorsal. Foram infectadas células corticais primdrias

cultivadas (culturas mistas) com retrovirus que expressa Sp35 ou
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um retrovirus de controlo, para distribuicdao no epicentro lesado
de espinhas dorsais de rato. Foram introduzidas 2x10° células e
os ratos sdo sacrificados no dia 10. As espinhas dorsais séao
fixas em 4% de paraformaldeido, de um dia para o outro, depois
desidratadas em 70% de etanol, seguido por 95% de etanol. As
amostras de tecido sao embebidas em parafina. Sao utilizadas
seccoes (10 micrones de espessura) para coloracao
imuno-histoquimica. Monitoriza-se a sobrevivéncia dos
oligodendrécitos e a mielinizacdo axonal nos ratos lesados que
recebem Sp35. Observa-se mais oligodendrécitos e mielinizacéo
axonal e menos retracgao axonal nos animais que recebem células

que expressam Sp35.

A construcgao de retrovirus Sp35 para estas experiéncias foi
feita como se segue. O gene Sp3b foi amplificado por PCR
utilizando os iniciadores 5'-GATTACTCGAGATGCTGGCGGGGGGCGTGAGG-3'
(SEQ ID N°: 56), contendo um local Xhol e
5’ -CGCGGGAATTCTCATATCATCTTCATGTTGAACTTG-3" (SEQ ID N°: 57),
contendo um local EcoRI. O produto de PCR foi digerido com Xhol
e EcoRI, depois ligado no vector de retrovirus pMIG (que contém
IRES-GFP), qgque foi previamente clivado com Xhol e EcoRI. O novo
vector foi denominado pMMC078. Todos os 1solados de pMMCO78
continham mutacdes pontuais inadvertidas, pelo que dois isolados
de pMMC078 foram ligados em conjunto. O pMMC078.6 foi cortado
com Xhol e Accl e o pMMCO078.7 foi cortado com Xhol e Accl. Estes
dois fragmentos foram ligados em conjunto para produzir o0
plasmideo correcto final, pMMC089. A sequéncia de ADN da
insercao foi confirmada por sequenciacao de ADN. O retrovirus
Sp35 foi feito como descrito. As células 293G foram divididas um
dia antes da transfecc¢ao. Foram utilizados 8 nug de ADN de
retrovirus Sp35 para transfectar 5x10° células por lipofectamina
(Invitrogen). O meio condicionante foi recolhido apds 92 horas

de pés-transfecgcdo. O meio condicionado foi centrifugado a
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5000 g durante 10 minutos e o sobrenadante utilizado como um
stock de retrovirus Sp35. Este stock foi armazenado a 4 °C

durante 1 semana ou —-80 °C durante 6 meses.

Exemplo 11

Sp35-Fc promove a sobrevivéncia neuronal e oligodendrécita

apds lesdo da espinha dorsal (SCI) in vivo

A lesdo da espinha dorsal foi induzida em ratos adultos
fémea Long Evans (190-210 g; Charles River). Uma hemisseccao
dorsal foi realizada em T6/T7, interrompendo totalmente os
componentes do tracto corticoespinal (CST) principal dorsomedial
e menor dorsolateral. A espinha foi transectada
esterotaxicamente a uma profundidade de 1,8 mm da superficie
utilizando um microbisturi. Imediatamente apds transeccao do
CST, um cateter intratecal foi introduzido no espacgo
subaracndéide em T7 e conectado a wuma bomba mini-osmdtica
iniciada (Alzet modelo 2004, Alza Corp.) introduzida no espaco
subcutdneo. As bombas mini-osmdéticas distribuiram 0,25 pL/h de
25 pM de proteina de fusdao Sp35-Fc ou IgG humana (5 mg/mL) ou
PBS Como controlo. 0 cuidado pbés—operatdrio compreendeu
analgesia (Buprenorfina/Buprenex, Reckitt Benckiset Healthcare
Ltd., 0,05 mg/kg subcutaneamente) cada 8-12 horas durante 3 dias
e tratamento antibidético (ampicilina, Bristol Myers Squibb,
100 mg/kg subcutaneamente duas vezes por dia) durante 7 dias
apds cirurgia. As Dbexigas foram esvaziadas manualmente duas
vezes por dia na duracgao do estudo (4 semanas) ou até retorno da

funcao. No final do estudo, os ratos foram anestesiados e

perfundidos trans-cardiacamente com SOro fisioldgico
heparinizado, seqguido por 4% de paraformaldeido (PFA) . As
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espinhas dorsais foram removidas, fixas em parafina e foram

cortadas secgdes de 10 um para andalise histoldgica.

Para quantificar a morte celular apoptdética apds SCI, os
animais foram sacrificados 3 ou 7 dias apdés SCI e corados
utilizando anticorpo anti-Caspase-3-activada (Cell Signaling
Technologies) e coloracao de TUNEL (Promega). As secc¢bes foram
também coradas com anticorpo anti-NeuN (Chemicon) e anticorpo
anti-CC1 (Calbiochem) para identificar neurdénios e

oligodendrécitos, respectivamente.

Observou-se coloragcao de TUNEL extensiva tanto rostral como
caudal ao local de transeccéao, 3 dias apds SCI, e coloracgao com
caspase-3-activada co-localizada com neurdnios e
oligodendrécitos. O numero de neurdnios e oligodendrdcitos
positivos a Caspase-3-activada foli significativamente menor nos
animais tratados com Sp35-Fc do que nos controlos, 3 dias apds
SCI. Além disso, quatro semanas apds SCI, mais neurdnios e
oligodendrécitos sobreviveram no tecido da espinha dorsal que
circunda o local da lesdao em animais tratados com Sp35-Fc, do
que em controlos, com base na coloracao com anticorpo anti-pIII-
tubulina (sobrevivéncia neuronal) e anticorpo anti-04

(sobrevivéncia oligodendrécita).

Exemplo 12

Sp35-Fc reduz a activacao da Caspase-3 e a morte celular

in vitro

Células PC1l2 (Neuroscreen) foram diferenciadas em meio RPMI-
1640 suplementado com 5% de soro fetal de bovino, 10% de soro de

cavalo, 2 mM de glutamina, 100 U/mL de penicilina e 100 mg/mL de
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estreptomicina contendo 200 ng/mL de NGF durante 7 dias. Para as
experiéncias, o meio de cultura foi substituido com meio de
cultura sem NGF contendo Sp35-Fc, IgG humana como um controlo
negativo (0,1-10 pM) ou zVAD como um controlo positivo (0,1 uM).
18 horas apdés retirada de NGF, a Caspase-3 activada foi
quantificada wutilizando o kit Caspase 3/7 Glo (Promega) de
acordo com as instrugdes do fabricante. 42 horas apds a retirada
de NGF, a morte celular apoptdética foi quantificada utilizando
um kit de ELISA de deteccao de morte celular (Roche) de acordo

com as 1instrugdes do fabricante.

Observou-se que 0,1 uM de Sp35-Fc reduziu a activacgao da
Caspase-3 em células PCl2 diferenciadas privadas de apoio
tré6fico, 18 horas apds a remocao de NGF do meio de cultura. O
efeito de Sp35-Fc na activagdao da Caspase-3 fol dependente da
dose e a doses mais elevadas (1 ou 10 uM) foi tao eficaz quanto
uma dose neuroprotectora do inibidor da caspase zVAD (0,1 uM)
(Fig. 14). Como uma medida adicional da morte celular,
quantificou-se a apoptose utilizando um método de ELISA TUNEL e
verificou-se <que Sp35-Fc reduziu significativamente a morte

celular medida 42 horas apds a retirada de NGF (Fig. 13).
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gtgagcgccg
cgcagcaacc
aagctggaca
tacaacctca
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65 70 75
Asn Gln Asp Glu Phe Ala Ser Phe Pro His Leu Glu Glu
85 90
Asn Glu Asn Ile val Ser Ala val Glu Pro Gly Ala Phe
100 105
phe Asn Leu Arg Thr Leu Gly Leu Arg Ser
115 120
Pro Leu Gly val Phe Thr Gly Leu Ser Ash Leu
130 135 140

Ser Glu Asn Lys Ile val Ile Leu Leu Asp Tyr

145 150 155

Tyr Asn Leu Lys Ser Leu Glu val Gly Asp Asn

165 170
Ser His Arg Ala Phe Ser Gly Leu Asn Ser Leu
180 185

151

Leu

ser

30

Asp

Gly

Lys

Leu

Ala Cys

15

Gly Ser

Arg Ala

Ile Pro

Thr Leu

80

Glu Leu

95

Asn Asn Leu
110

Met Phe Gln Asp Leu

Asn Arg Leu Lys Leu Ile
125

Thr Lys Leu Asp Ile

160

Asp Leu val Tyr Ile

175

190

Glu GIn Leu Thr Leu



Glu

His

Arg

Ser

Leu

Pro

Ser

Leu

305

Glu

Ser

Gly

Cys

Arg
385

Phe

Arg

Lys
Gly
Asp
His
Asn
Tyr
Tyr
290
Arg
Pro
Gly
Asn

Arg

Gln

Lys

Ala

Cys

195

Leu

Tyr

Trp

Leu

Leu

275

Asn

Leu

Tyr

Asn

Leu

355

Leu

Gln

Asp

His

Asn

Ile

ser

Pro

Thr

260

Ala

Pro

Gln

Ala

Gln

340

Glu

Leu

Pro

Phe

Ile
420

Leu

val

Phe

Tyr

245

ser

val

Ile

Glu

Phe

325

Leu

Thr

Trp

Thr

Pro
405

Arg

Thr
Leu
LysS
Leu
Leu
Arg
Gly
Ile
310
Arg
Thr
Leu

val

Cys
390

Asp

Asp

Ser

Arg

Arg

Asp

ser

His

Thr

295

GIn

Gly

Thr

Ile

Phe

375

Ala

val

Arg

Ile

200

Leu

Leu

Thr

Ile

Leu

280

Ile

Leu

Leu

Leu

Leu

360

Arg

Thr

Leu

Lys

Pro

Arg

Tyr

Met

Thr

265

val

Glu

val

Asn

Glu

345

Asp

Arg

Pro

Leu

Ala
425

Thr

His

Arg

Thr

250

His

Tyr

Gly

Gly

ser

Arg

Glu

Pro
410

Gln

152

Glu
Leu
Leu
235
Pro
Cys

Leu

Ser

ser

AsSn

Trp

Phe
395

Ala

Asn

220

Lys

Asn

Asn

Arg

Met

300

Gln

Arg

Ala

Pro

380

val

Asnh Tyr

GIn val

Leu ser
205

Ile Asn

val Leu

Cys Leu

Leu Thr

270

Phe Leu
285

Leu His"

Leu Ala

val Leu

Phe His
350

Leu Ala
365

Leu Asn

Gln Gly

His

Ala

Glu

Tyr

255

Ala

Asn

Glu

val

Asn

335

ser

Cys

Phe

Lys

Leu

Ile

240

Gly

val

Leu

Leu

val

320

val

val

Asp

Asn

Glu

400

Phe Thr Cys Arg
415

Phe val Asp Glu

430



Gly His

Ala Ile
. 450

Asn Gly
465

Ala G1n
Gly Gly
Pro Asp

Gln Pro
530

Pro Phe
545

Ser Phe
Ser Arg
Pro Arg

Phe Asn
610

<210>
<211>
<212>
<213>

Thr

435

Leu

Arg

val

Asn

515

Gly

Asp

Leu

Gly

S
6
PRT

val

Trp

Leu

Gln

Glu

Gly

Lys

Ser

Lys

GIn

Leu

Thr

Asp

Ser

His

Gly

Lys

val

565

Gly

Asp

Met

Phe

ser

val

470

Asn

Met

Gln

Glu

Asn

Ala

Homo sapiens

val

Pro

455

Phe

Gly

Pro

Pro

Ala

535

Leu

Leu

Thr

Gly

Cys

440

Arg

Pro

Thr

Ala

Asn

520

Asn

Ile

Phe

Lys

Ile
600

Arg

Lys

Asp

Tyr

His

505

Lys

Ser

Cys

His
585

Ser

Ala

His

Gly

Leu

490

Leu

Thr

Thr

Ala

Leu

570

Asn

Ser

153

Asp

Leu

Thr

475

Ccys

His

Phe

Arg

Thr

555

val

Ile

Ala

Gly

val

460

Leu

Ile

val

Ala

Ala

540

Thr

Leu

Glu

Asp

445

ser

Glu

Ala

Arg

Phe

525

Thr

Met

Leu

Ile

Ala
605

Pro
Ala
val
Ala
ser
510
Ile
val
Gly
Phe
Glu

590

Pro

Pro

Lys

Arg

Asn

495

Tyr

ser

Pro

Phe

Leu

575

Tyr

Arg

Pro

ser

Tyr

480

Ala

ser

Asn

Phe

Ile

560

Trp

val

Lys



<400> 5

?et Gln val Ser Lys Arg
5

<210> o6
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (3)..(5)

<223> Xaa é qualquer aminodcido béasico

<400> 6

Ile Thr Xaa Xaa Xaa
1 5
<210> 7

<211> b5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (3)..(5)

<223> Xaa é qualquer aminoadcido béasico

<400> 7

Ala Cys Xaa Xaa Xaa
1 5

154



<210> 8
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (3)..(5)

<223> Xaa é qualquer aminodcido basico

<400> 8

val Cys Xaa Xaa Xaa
1 5
<210> 9

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (3)..(5)

<223> Xaa é qualquer aminodcido basico

<400> 9
Ser Pro Xaa Xaa Xaa
1 5

155



<210> 10
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

Ser Pro Arg Lys His
1 5

<210> 11
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

Ser Pro Arg Lys gys
1

<210> 12
<211> b5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Ser Pro Arg Lys Arg
1 5

<210> 13
<211> b5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

156



<400>

Ser Pro
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ser Pro
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ser Pro
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ser Pro
1

13

Lys Lys gis

14
5
PRT

Homo sapiens

14

His Lys His
5

15
5
PRT

Homo sapiens

15

Arg Arg gis

16
S
PRT

Homo sapiens
16

Arg His His
5

157



<210> 17
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

Ser Pro Arg Arg Arg
1 5
<210> 18

<211> b5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

Ser Pro His His His
1 5
<210> 19

<211> b5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

Ser Pro Lys Lys Lys
1 5

<210> 20
<211> b5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

158



<400> 20

Ile Thr Pro Lys Arg Arg
1 5

<210> 21
<211> b5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

Ala Cys His His Lys
1 5

<210> 22
<211> b5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

val Cys His His Lys
1 5

<210> 23
<211> b5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(2)

<223> Xaa pode ser qualguer aminodcido de ocorréncia natural

159



<400> 23

Xaa Xaa Arg Lys His
1 5

<210> 24
<211> b5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(2)

<223> Xaa pode ser qualguer aminodcido de ocorréncia natural

<400> 24

éaa Xaa Arg Arg érg

<210> 25
<211> b5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> caracteristica _misc
<222> (1)..(2)

<223> Xaa pode ser qualquer aminodcido de ocorréncia natural

<400> 25

Xaa Xaa Lys Lys %ys
1

160



<210> 26
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> caracteristica misc
<222> (1)..(2)

<223> Xaa pode ser gqualgquer aminodcido de ocorréncia natural

<400> 26

Xaa Xaa His His His
1 5
<210> 27

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> caracteristica misc
<222>  (1)..(2)

<223> Xaa pode ser gqualgquer aminodcido de ocorréncia natural

<400> 27

Xaa Xaa Arg Lys Lys
1 5

161



<210> 28
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> caracteristica misc
<222> (1)..(2)

<223> Xaa pode ser gqualgquer aminodcido de ocorréncia natural

<400> 28

Xaa Xaa Arg Lys Arg
1 5

<210> 29
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> caracteristica misc
<222>  (1)..(2)

<223> Xaa pode ser gqualgquer aminodcido de ocorréncia natural

<400> 29

Xaa Xaa Lys Lys His
1 5

162



<210> 30
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> caracteristica misc
<222> (1)..(2)

<223> Xaa pode ser gqualgquer aminodcido de ocorréncia natural

<400> 30

Xaa Xaa His Lys His
1 5
<210> 31

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> caracteristica misc
<222>  (1)..(2)

<223> Xaa pode ser gqualgquer aminodcido de ocorréncia natural

<400> 31
Xaa Xaa Arg Arg gis
1

<210> 32

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

163



<220>
<221> caracteristica misc
<222>  (1)..(2)

<223> Xaa pode ser qualquer aminodcido de ocorréncia natural

<400> 32

Xaa Xaa Arg His His
1 5

<210> 33
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33

Arg Arg Ala Arg Ile Arg Asp Arg Lys
1 5

<210> 34
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34

Lys Lys val Lys val Lys Glu Lys Arg
1 5

164



<210> 35
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35

Arg Arg Leu Arg Leu Arg Asp Arg Lys
1 5

<210> 36
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36

Arg Arg Gly Arg g1y Arg Asp Arg Lys
1

<210> 37
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37

irg Arg Ile Arg Ala Arg Asp Arg Lys
5

165



<210> 38
<211> 19
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220> ADN

<223> Iniciador para a frente de RT-PCR de rato

<400> 38
agagacatgc gattggtga

<210> 39
<211> 21
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220> ADN

<223> Iniciador inverso de RT-PCR de rato

<400> 39
agagatgtag acgaggtcat t

<210> 40
<211> 55
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220> ADN
<223> LV1-035 (oligo de sentido)

166



<400> 40

tgatcgtcat cctgctagac ttcaagagag tctagcagga tgacgatctt ttttc 55
<210> 41
<211> 59

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220> ADN
<223> LV1-036 (oligo anti-sentido)

<400> 41

tcgagaaaaa agatcgtcat cctgctagac tctcttgaag tctagcagga tgacgatca 59
<210> 42

<211> 59

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Controlo de LV1-035

<400> 42

tgatcctcat ccttctatac ttcaagagag tgtagcagga tgacgatctt ttttctcga 59
<210> 43

<211> 59

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

167



<220>
<223> Controlo de LV1-036

<400> 43

tcgagaaaaa agatcgtcat cctgctagac tctcttgaag tatagaagga tgacgatca 59
<210> 44

<211> 41

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> 1Iniciador FL-Sp35

<400> 44

gaggatctcg acgcggccgc atggagacag acacactcct g 41
<210> 45

<211> 41

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> 1Iniciador FL-Sp35

<400> 45
ggggcggaat tggatcctca cagatcctct tctgagatga ¢ 41

168



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

46
41
ADN

Sequéncia artificial

Iniciador DN-Sp35

46

gaggatctcg acgcggccge atggagacag acacactcct g

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

47
42
ADN

Sequéncia artificial

Iniciador DN-Sp35

47

gatacggatc ctcagccttt gccccggctc catagaaaca gc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

48
37
ADN

Sequéncia artificial

Iniciador para a frente de Sp35 humano

169
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42



<400> 48
cagcaggtcg acgcggccgce atgctggcgg ggggcgt

<210> 49
<211> 59
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> 1Iniciador inverso de Sp35 humano

<400> 49
cagcaggtcg acctcgcccg gctggttgge caaccagccg ggcgaggtcg acctcgagg

<210> 50
<211> 22
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> 1Iniciador inverso de Sp35

<400> 50

ctttcccctt cgacatcaag ac

<210> 51
<211> 18
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

170

37

59

22



<220>

<223> 1Iniciador inverso de Sp35

<400> 51

cagcagcacc aggcagaa

<210> 52
<211> 23
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Sonda marcada com FAM

<400> 52

atcgccacca ccatgggctt cat

<210> 53
<211> 21
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> 1Iniciador para a frente de murganho

<400> 53

ctatccaagc actgcctgcet ¢

171



<210> 54
<211> 23
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> 1Iniciador inverso de murganho

<400> 54
gagttctagc tcctccaggt gtg

<210> 55
<211> 21
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> 1Iniciador inverso de murganho

<400> 55
gatgcccttc agctcgatgc g

<210> 56
<211> 32
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> 1Iniciador Sp35

172



<400>

56

gattactcga gatgctggcg gggggcgtga gg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

57
36
ADN

Sequéncia artificial

Iniciador Sp35

57

cgcgggaatt ctcatatcat cttcatgttg aacttg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

1

<210>
<211>
<212>
<213>

58
10
PRT

Homo sapiens

58

Gly Ser Gly Cys Leu Ser Pro Arg Lys Hgs
5 1

59
10
PRT

Homo sapiens

173

32

36



<400> 59
Gly Ser Gly Cys Leu Ser Pro Arg Ile His

1 5 10
<210> 60
<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 60

g]y Sser Gly Cys Ile Pro GIn Ser
5

<210> 61
<211> ©
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> o1

Leu Ser Pro Arg Lys His
1 5

<210> 62
<211> ©
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 62
Leu Ser Pro Glu Lys val
1 5

174



<210> 63
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC

<222> (1) ..(1)

<223> Posicao 1 é Gly-BRiotinilada

<400> 63
Gly Ser Gly Cys Leu Ser Pro Arg Lys His Cys
5 10

<210> o©4
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC

<222>  (1)..(1)

<223> Posicao 1 é Gly-Biotinilada

<400> o044

Gly Ser Gly Cys Lys His Ser Pro Leu ?gg Ccys
1 5

<210> 65

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

175



<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC

<222> (1) ..(1)

<223> Posicao 1 é Gly-Biotinilada

<400> 65
Gly Ser Gly Cys Leu Ser Pro Glu Lys X81 Cys
1 5

<210> 66
<211> 8
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC

<222>  (1)..(1)

<223> Posigcao 1 é Cys-Acetilada

<400> 66

Cys Leu Ser Pro Arg Lys His Cys
1 5

<210> ©67
<211> 8
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222>  (1)..(1)

176



<223> Posigao 1 é Cys-Acetilada

<400> o7

Cys Leu Ser Pro Glu Lys val Cys
1 5

<210> 68
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222>  (3)..(3)

<223> Xaa é qualquer aminodcido basico

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222>  (4)..(4)

<223> Xaa é qualquer aminodcido

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (5)..(5)

<223> Xaa é qualgquer aminodcido béasico

<400> 68

Ile Thr Xaa Xaa Xaa
1 5

177



<210> 69
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222>  (3)..(3)

<223> Xaa é qualquer aminodcido basico

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222>  (4)..(4)

<223> Xaa é qualquer aminodcido

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (5)..(5)

<223> Xaa é qualquer aminodcido basico

<400> 69

Ala Cys Xaa Xaa Xaa
1 5
<210> 70

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222>  (3)..(3)

178



<223> Xaa é qualgquer aminodcido béasico

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222>  (4)..(4)

<223> Xaa é qualquer aminoéacido

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (5)..(5)

<223> Xaa é qualquer aminodcido basico

<400> 70

val Cys Xaa Xaa Xaa
1 5
<210> 71

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222>  (3)..(3)

<223> Xaa é qualgquer aminodcido béasico

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222>  (4)..(4)

<223> Xaa é qualquer aminoéacido

179



<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (5)..(5)

<223> Xaa é qualquer aminodcido basico

<400> 71

ser Pro Xaa Xaa Xaa
1 5
<210> 72

<211> b5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 72

Ser Pro Arg Leu His
1 5 =

<210> 73
<211> 200
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Estrutura geral para um oligonucledtido utilizado na
preparacao de uma molécula de siARN

<220>

<221> caracteristica misc
<222> (1)..(200)

<223> n é a, ¢, g, t ou u

180



<220>
<221> caracteristica misc
<222>  (2)..(200)

<223> Poderd faltar nucledtido

<400> 73

nnNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNANNNNNN NNNNANNNNN NNNNNDANNANRN NhnNNNNNnnn 60
nnnnnNNnNAN NhNNNNNNNN NNNNNANNNN NNNNNNNNNNA NNNNNNNNNN. NANNRNNNNN 120
nnnnNNNNNN NhNNNNNNAN RNNNNNNNNN NANNNNNNNN NNANNNANNNN hNNNNNNNNN 180
nnnnNNNNNAN nNNNNNNNNN 200
<210> 74

<211> 200

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Estrutura geral para um oligonucledétido utilizado na
preparacao de uma molécula de siARN

<220>

<221> caracteristica misc
<222> (1)..(200)

<223> n é a, ¢, g, t ou u

<220>
<221> caracteristica misc
<222>  (2)..(200)

<223> Poderd faltar nucledtido

181



<400>

74

nnnnnnhnnNnn  ninnpNNNNnNn nnNNNNNNNN. NNNhNNNNNN. NNNNNNNNN. NNANNANANN

nnnnnnNNNN  nNNNNNNNNN NNNNNNNNNN. NNNNNNNNNN. NhnNNNNNNN NnNNRNNNNN

nnnnnnnnnnN nnnnNNNNNN nnNNNNNNNN NNNNNNNNN nnNNNNNNNN. NnNnNRNNNNN

nnnnnnhnnn nhnnnnnnnn

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Gly ser
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Gly Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

75
11
PRT

Homo sapiens

75

Gly Cys %eu Ser Pro Arg Lys Tgs Cys

76
11
PRT

Homo sapiens

76
Gly Cys Lys His Ser Pro Leu Agg Cys
5 1

77
11
PRT

Homo sapiens

182
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<400>

77

Gly Ser Gly Cys Leu Ser Pro Glu Lys val Cys
1 5 10

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

78
8
PRT

Homo sapiens

78

79
8
PRT

Homo sapiens

79

Cys Leu Ser Pro Arg Lys His Cys
5

Cys Leu Ser Pro Glu Lys val Cys
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REIVINDICACOES

Método in vitro para promover a diferenciacdo ou a
sobrevivéncia de oligodendrécitos, cujo método compreende
colocar em contacto oligodendrécitos que expressam Sp35 com
uma quantidade eficaz de uma composigcao compreendendo um
antagonista de Sp35 (LINGO-1) seleccionado do grupo

consistindo de:

(i) um polipéptido Sp35 soluvel gue carece de um
dominio transmembranar de Sp35 e de um dominio

citoplasmatico de Sp35;

(ii) um anticorpo de Sp35 ou um seu fragmento de

ligacao a antigénio;

(1ii1) um polipéptido antagonista de Sp35 seleccionado do
grupo consistindo de: (a) um polipéptido
anti-sentido; (b) uma ribozima; (c) um pequeno ARN
de interferéncia (siARN) ; e (d) um ARN de
gancho-de-cabelo pequeno (shARN); e

(iv) uma combinacao de dois ou mais dos referidos

antagonistas de Sp35.

Antagonista de Sp35 (LINGO-1) seleccionado do grupo

consistindo de:

(i) um polipéptido Sp35 soluvel gue carece de um
dominio transmembranar de Sp35 e de um dominio

citoplasmatico de Sp35;

1



(ii) um anticorpo de Sp35 ou um seu fragmento de

ligagado a antigénio;

(iid) um polipéptido antagonista de Sp35 seleccionado do
grupo consistindo de: (a) um polipéptido
anti-sentido; (b) uma ribozima; (c) um pequeno ARN
de interferéncia (siARN) ; e (d) um ARN de

gancho-de-cabelo pequeno (shARN); e

(iv) uma combinacao de dois ou mais dos referidos

antagonistas de Sp35;

para utilizagdo num método de tratamento de esclerose
miltipla num mamifero, através da promocao da diferenciacéo

ou sobrevivéncia de oligodendrdécitos que expressam Sp35.

Método da reivindicagdo 1, ou o antagonista para utilizacéao
de acordo com a reivindicacado 2, em que o referido

antagonista de Sp35 compreende um polipéptido Sp35 soluvel.

Método da reivindicagao 3 ou o antagonista para utilizacéao
de acordo com a reivindicacao 3, em que o referido

polipéptido Sp35 soluvel compreende:

(1) um dominio Ig de Sp35;

(ii) um dominio LRR de Sp35;

(iid) uma regido badsica de Sp35 C-terminal ao dominio
LRR.



Método da reivindicacdo 3 ou o antagonista para utilizacéo
de acordo com a reivindicacdo 3, em que o referido
polipéptido Sp35 soluvel compreende um dominio LRR de Sp35 e

carece de:

(i) um dominio Ig de Sp35; e
(1i) uma regido basica de Sp35 C-terminal ao dominio
LRR.

Método da reivindicacao 3 ou o antagonista para utilizacao
de acordo com a reivindicacado 3, em que o referido
polipéptido Sp35 soluvel carece de um dominio Ig de Sp35 e
de um dominio LRR de Sp35.

Método de qualguer uma das reivindicagbdes 1 ou 3 a 6, ou o
antagonista para utilizacdao de acordo com qualgquer uma das
reivindicagdes 2 a 6, em que o referido polipéptido Sp35
soluvel compreende um fragmento de polipéptido seleccionado

do grupo consistindo de:

(1) aminodcidos 1 a 33 da SEQ ID N°: 2;
(11) aminodcidos 1 a 35 da SEQ ID N°: 2;
(1ii) aminodcidos 34 a 64 da SEQ ID N°: 2;
(1iv) aminodcidos 36 a 64 da SEQ ID N°: 2;
(v) aminoacidos 66 a 89 da SEQ ID N°: 2;
(vi) aminodcidos 90 a 113 da SEQ ID N°: 2;



(vii)

(viii)

(ix)

(x)

(x1)

(xii)

(xiii)

(xiv)

(xVv)

(xvi)

(xvii)

(xviii)

(xix)

(xx)

Método de qualquer uma das reivindicagbes 1 ou 3 a 6,
antagonista para utilizacao de acordo com qualgquer uma das
reivindicagdes 2 a 6,

soluvel compreende um fragmento de polipéptido seleccionado
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(1)

(11)

(111)

(iv)

(v)

(vi)

(vii)

(viii)

(ix)
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(xvii)

(xviii)

(ixx)

Método de qualgquer uma das reivindicagdes 1 ou 3 a 6,

antagonista para utilizacao de acordo com qualquer uma das

aminodcidos 1 a 551 da SEQ ID N°:

aminodcidos 1 a 531 da SEQ ID N°:

aminodcidos 1 a 532 da SEQ ID N°:

reivindicagdes 2 a 6,

solavel compreende um fragmento de polipéptido seleccionado

do grupo consistindo de:

(1)

(i1)

(1id)

(1iv)

(v)

(vi)
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(viii)
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(x)
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10.

(x1ii)

(xiii)

(xiv)

(xVv)

(xvi)

Método de qualquer uma das reivindicagdes 1 ou 3 a 6,

antagonista para utilizacao de acordo com qualquer uma das

aminodcidos

aminodcidos

aminodcidos
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aminodcidos

34
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34

reivindicacgdes 2 a 6,

soluvel compreende um fragmento de polipéptido seleccionado

do grupo consistindo de:

(1)
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(1i1)

(1iv)
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(ix)

(x)

(x1)

(x1ii)

(xiii)

(xiv)

(xv)

(xvi)

(xvii)

(xviii)

(xix)

(xx)
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

Método da reivindicacgdo 10 ou o antagonista para utilizacéo
de acordo com a reivindicagcao 10, em que o referido
polipéptido Sp35 soluvel compreende residuos de aminodcidos

34-532 da SEQ ID N°: 2.

Método de gqualquer uma das reivindicagdes 3 a 11 ou o
antagonista para utilizacao de acordo com qualguer uma das
reivindicacgdes 3 a 11, em que o referido polipéptido Sp35

soluvel compreende ainda um polipéptido heterdlogo.

Método da reivindicacdo 12 ou o antagonista para utilizacéao
de acordo com a reivindicacao 12, em que o referido
polipéptido heterdlogo ¢é fundido ao referido polipéptido
Sp35 soluvel.

Método da reivindicagdo 13 ou o antagonista para utilizacéao
de acordo <com a reivindicacdo 13, em que o referido
polipéptido heterdlogo é seleccionado do grupo consistindo
de um polipéptido Ig de anticorpo, um polipéptido de
albumina sérica, um polipéptido de direccionamento, um
polipéptido repdrter e um polipéptido que facilita a

purificacéao.

Método da reivindicacdao 14 ou o antagonista para utilizacéao
de acordo <com a reivindicacao 14, em que o referido
polipéptido heterdlogo é seleccionado do grupo consistindo
de uma charneira e Fc de imunoglobulina, albumina sérica

humana e um marcador de histidina.

Método de qualgquer uma das reivindicagdes 3 a 15 ou o
antagonista para utilizacao de acordo com qualgquer uma das
reivindicagdes 3 a 15, em que o referido polipéptido Sp35

soluvel é conjugado a um polimero.
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17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Método da reivindicacdao 16 ou o antagonista para utilizacéao
de acordo com a reivindicacdao 16, em que o polimero é
seleccionado do grupo consistindo de um polialquilenoglicol,

um polimero de agucar e um polipéptido.

Método da reivindicacao 17 ou o antagonista para utilizacéao
de acordo com a reivindicagao 17, em gque o polimero € um

polialguilenoglicol.

Método da reivindicacdo 18 ou o antagonista para utilizacéao
de acordo com a reivindicacao 18, em que o)

polialgquilenoglicol é polietilenoglicol (PEG).

Método de gualquer uma das reivindicagbes 16 a 19 ou o
antagonista para utilizacao de acordo com qualquer uma das
reivindicacgdes 16 a 19, em que o referido polipéptido Sp35

soluvel é conjugado a 1, 2, 3 ou 4 polimeros.

Método da reivindicagdo 20 ou o antagonista para utilizacéo
de acordo com a reivindicacao 20, em que o peso molecular

total dos polimeros é desde 5000 Da a 100000 Da.

Método da reivindicacao 1, ou o antagonista para utilizacéao
de acordo com a reivindicacao 2, em dque o referido
antagonista de Sp35 compreende um anticorpo de Sp35 ou um

seu fragmento de ligacdo a antigénio.

Método da reivindicacao 1, ou o antagonista para utilizacéao
de acordo com a reivindicacao 2, em que o referido
antagonista de Sp35 compreende um polinucledétido antagonista
de Sp35 seleccionado do grupo consistindo de: (a) um

polinucledétido anti-sentido; (b) uma ribozima; (c) um ARN de

10



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

interferéncia pequeno (siARN); e (d) um ARN gancho-de-cabelo

pequeno (shARN) .

Método da reivindicacadao 23 ou o antagonista para utilizacéao
de acordo com a reivindicagcao 23, em que o referido
polinucledétido antagonista de Sp35 &€ um shARN.

Método da reivindicacao 24 ou o antagonista para utilizacéao
de acordo com a reivindicacado 24, em que o referido shARN
compreende a suequéncia de nucledtidos: TGATCGTCAT
CCTGCTAGAC TTCAAGAGAG TCTAGCAGGA TGACGATCTT TTTTC
(SEQ ID N°: 40).

Antagonista para utilizacado de acordo com a reivindicacao 2,

em que a referida esclerose multipla é esclerose multipla

(EM) recorrente-remitente.

Antagonista para utilizacdo de acordo com qualgquer uma das
reivindicacdes 2 a 26, em que o referido antagonista de Sp35
é para ser administrado por injecgcao de bdélus ou infusao

crénica.

Antagonista para utilizacdo de acordo com a reivindicacéao
27, em qgue o referido antagonista de Sp35 ¢é para ser

administrado directamente no sistema nervoso central.

Antagonista para utilizacao de acordo com a reivindicacéao
28, em que o referido antagonista de Sp35 ¢é para ser

administrado directamente numa lesao crdénica de EM.

Método da reivindicacdo 1, em que o método compreende: (a)
transfectar 0s referidos oligodendrécitos com um
polinucledtido que codifica o referido antagonista de Sp35

através de ligacdo operavel a uma sequéncia de controlo de

11



31.

32.

33.

34.

35.

36.

expressao; e (b) permitir a expressao do referido

antagonista de Sp35.

Antagonista para utilizacao de acordo com a reivindicacao 2,
em gque o antagonista € codificado por um polinucledtico
ligado operativamente a uma sequéncia de controlo de

expressao.

Antagonista para utilizacao de acordo com a reivindicacao
31, em que o referido polinucledético é um vector de

expressao.

Antagonista para utilizacdo de acordo com a reivindicacao

32, em que o referido vector de expressao € um vector viral.

Antagonista para utilizacao de acordo com as reivindicagdes
32 ou 33, em que o referido vector de expressdo estd numa

célula hospedeira.

Antagonista para utilizacdo de acordo com a reivindicacao
34, em que a referida célula hospedeira ¢é ©para ser
introduzida no local da esclerose multipla ou perto do

mesmo.

Antagonista para utilizacgado de acordo com as reivindicacgdes
34 ou 35, em que a referida célula hospedeira ¢é produzida
por um método compreendendo: (a) transformar ou transfectar
uma célula hospedeira recipiente com o ©polinucledtido
referido na reivindicacao 30 ou com O vector da
reivindicagdo 32 ou 33, e (b) cultivar a referida célula

hospedeira transformada ou transfectada.
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37.

38.

39.

40.

41.

Antagonista para utilizacado de acordo com as reivindicacdes
34 a 36, em que a referida célula hospedeira & derivada de

um mamifero a ser tratado.

Antagonista para utilizacao de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 2 a 37, em que o referido antagonista de Sp35
estd numa quantidade suficiente para reduzir a inibicdo da
diferenciagao ou sobrevivéncia de oligodendrdécitos no local

da esclerose maltipla ou perto do mesmo.

Antagonista para utilizacao de acordo com qualquer uma das
reivindicacgdes 2 a 38, em que o referido antagonista de Sp35
estd numa quantidade suficiente para reduzir a inibicdo da
mielinizacdo mediada por oligodendrécitos no local da

esclerose maltipla ou perto do mesmo.

Antagonista para utilizacdo de acordo com a reivindicacéo
33, em que o vector viral € seleccionado do grupo
consistindo de um vector adenoviral, um vector de
lentivirus, um vector de baculovirus, um vector de
papovavirus, um vector do virus herpes simplex e um vector

do virus de Epstein Barr.

Antagonista para utilizacao de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 32, 33 ou 40, em que o referido vector é para

ser administrado por uma via seleccionada do grupo

consistindo de administracao tépica, administracéao
parentérica, administracéao intratecal e administracao
subcuténea.

Lisboa, 19 de Novembro de 2012
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FIG. 1a

GGAGAGACATGCGATTGGTGACCGAGCCGAGCGGACCGAAGGCGCGCCCGA
GATGCAGGTGAGCAAGAGGATGCTGGCGGGGGGCGTGAGGAGCATGCCCAG
CCCCCTCCTGGCCTGCTGGCAGCCCATCCTCCTGCTGGTGCTGGGCTCAGTGC
TGTCAGGCTCGGCCACGGGCTGCCCGCCCCGCTGCGAGTGCTCCGCCCAGGA
CCGCGCTGTGCTGTGCCACCGCAAGCGCTTTGTGGCAGTCCCCGAGGGCATC
‘CCCACCGAGACGCGCCTGCTGGACCTAGGCAAGAACCGCATCAAAACGCTCA
ACCAGGACGAGTTCGCCAGCTTCCCGCACCTGGAGGAGCTGGAGCTCAACGA
GAACATCGTGAGCGCCGTGGAGCCCGGCGCCTTCAACAACCTCITCAACCTC
CGGACGCTGGGTCTCCGCAGCAACCGCCTGAAGCTCATCCCGCTAGGCGTCT
TCACTGGCCTCAGCAACCTGACCAAGCTGGACATCAGCGAGAACAAGATTGT
TATCCTACTGGACTACATGTTTCAGGACCTGTACAACCTCAAGTCACTGGAGG
TTGGCGACAATGACCTCGTCTACATCTCTCACCGCGCCTTCAGCGGCCTCAAC
AGCCTGGAGCAGCTGACGCTGGAGAAATGCAACCTGACCTCCATCCCCACCG
AGGCGCTGTCCCACCTGCACGGCCTCATCGTCCTGAGGCTCCGGCACCTCAA
CATCAATGCCATCCGGGACTACTCCTTCAAGAGGCTCTACCGACTCAAGGTCT
TGGAGATCTCCCACTGGCCCTACTTGGACACCATGACACCCAACTGCCTCTAC
GGCCTCAACCTGACGTCCCTGTCCATCACACACTGCAATCTGACCGCTGTGCC
CTACCTGGCCGTCCGCCACCTAGTCTATCTCCGCTTCCTCAACCTCTCCTACA
ACCCCATCAGCACCATTGAGGGCTCCATGTTGCATGAGCTGCTCCGGCTGCA
GGAGATCCAGCTGGTGGGCGGGCAGCTGGCCGTGGTGGAGCCCTATGCCTTC
CGCGGCCTCAACTACCTGCGCGTGCTCAATGTCTCTGGCAACCAGCTGACCA
CACTGGAGGAATCAGTCTTCCACTCGGTGGGCAACCTGGAGACACTCATCCT
GGACTCCAACCCGCTGGCCTGCGACTGTCGGCTCCTGTGGGTGTTCCGGCGCC
GCTGGCGGCTCAACTTCAACCGGCAGCAGCCCACGTGEGCCACGCCCGAGTT
TGTCCAGGGCAAGGAGTTCAAGGACTTCCCTGATGTGCTACTGCCCAACTACT
TCACCTGCCGCCGCGCCCGCATCCGGGACCGCAAGGCCCAGCAGGTGTTTGT
GGACGAGGGCCACACGGTGCAGITTGTGTGCCGGGCCGATGGCGACCCGCCG
CCCGCCATCCTCTGGCTCTCACCCCGAAAGCACCTGGTCTCAGCCAAGAGCA
ATGGGCGGCTCACAGTCTTCCCTGATGGCACGCTGGAGGTGCGCTACGCCCA
GGTACAGGACAACGGCACGTACCTGTGCATCGCGGCCAACGCGGGCGGCAA
CGACTCCATGCCCGCCCACCTGCATGTGCGCAGCTACTCGCCCGACTGGCCCC |
ATCAGCCCAACAAGACCTTCGCTTITCATCTCCAACCAGCCGGGCGAGGGAGA
GGCCAACAGCACCCGCGCCACTGTGCCTTTCCCCTTCGACATCAAGACCCTCA
TCATCGCCACCACCATGGGCTTCATCTCTTTCCTGGGCGTCGTCCTCTITCTGCC
TGGTGCTGCTGTTTCTCTGGAGCCGGGGCAAGGGCAACACAAAGCACAACAT
CGAGATCGAGTATGTGCCCCGAAAGTCGGACGCAGGCATCAGCTCCGCCGAC
GCGCCCCGCAAGTTCAACATGAAGATGATATGAGGCCGGGGCGGGGGGCAG
GGACCCCCGGGCGGCCGGGCAGGGGAAGGGGCCTGGCCGCCACCTGCTCACT
. CTCCAGTCCTTCCCACCTCCTCCCTACCCTTCTACACACGTTCTCTTTCTCCCT
CCCGCCTCCGTCCCCTGCTGCCCCCCGCCAGCCCTCACCACCTGCCCTICCTTC
TACCAGGACCTCAGAAGCCCAGACCTGGGGACCCCACCTACACAGGGGCATT
GACAGACTGGAGTTGAAAGCCGACGAACCGACACGCGGCAGAGTCAATAAT
TCAATAAAAAAGTTACGAACTTTCTCTGTAACTTGGGTTTCAATAATTATGGA
TTTTTATGAAAACTTGAAATAATAAAAAGAGAAAAAAACTATTTCCTATAGC
TAGTCGGAATGCAAACTTTTGACGTCCTGATTGCTCCAGGGCCCTCTTCCAAC
TCAGTTTCTTGTTTTTCTCTTCNTCCINCTCCTCTTCTTCCTCCTTTCTCTTCTCT
TCCCCCAGTGGGGAGGGATCACTCAGGAAAACAGGAAAGGAGGTTCCAGCC
CCACCCACCTGCCCACCCCGCCCCAGGCACCATCAGGAGCAGGCTAGGGGGC
AGGCCTGGGCCCAGCTCCGGGCTGGCTTTITGCAGGGCGCAGGTGGAGGGGAC
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AGGTCTGCCGATGGGGGTGGGAGCCTGTCTGCTGGGCTGCCAGGCGGCACC
ACTGCAAGGGGTGGGAGCCTGGCTCGGGTGTGGCTGAGACTCTGGACAGAGG
CTGGGGTCCTCCTGGGGGACAGCACAGTCAGTGGAGAGAGCCAGGGGCTGG
AGGTGGGGCCCACCCCAGCCTCTGGTCCCAGCTCTGCTGCTCACTTGCTGTGT
GGCCCTCAAGCAGGTCCACTGGCCTCTCTGGGCCTCAGTCTCCACATCTGTAC
AAATGGGAACATTACCCCCTGCCCTGCCTACCTNANAGGGCTGTTNTGAGGN
ATNGATGAGATGATGTATGT

FIG. 1b
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FIG. 2

MLAGGVRSMPSPLLACWQPILLLVLGSVL
SGSATGCPPRCECSAQDRAVLCHRKRFEVA
VPEGIPTETRLLDLGKNRIKTLNQDEFASF
PHLEELELNENIVSAVEPGAFNNLFNLRTL
GLRSNRLKLIPLGVFTGLSNLTKLDISENKI
VILLDYMFQDLYNLKSLEVGDNDLVYISHR
AFSGLNSLEQLTLEKCNLTSIPTEALSHLH
GLIVLRLRHLNINAIRDYSFKRLYRLKVLEI
SHWPYLDTMTPNCLYGLNLTSLSITHCNLT
AVPYLAVRHLVYLRFLNLSYNPISTIEGSM
LHELLRLQEIQLVGGQLAVVEPYAFRGLNY
LRYLNVSGNQLTTLEESVFHSVGNLETLIL
DSNPLACDCRLLWVFRRRWRLNENRQQPT
CATPEFVQGKEFKDFPDVLLPNYFTCRRA
RIRDRKAQQVFVDEGHTVQFVCRADGDPP
PAILWLSPRKHLVSAKSNGRLTVFPDGTLE
VRYAQVQDNGTYLCIAANAGGNDSMPAHL
HVRSYSPDWPHQPNKTFAFISNQPGEGEA
NSTRATVPEPFDIKTLIIATTMGFISFLGVYV
LFCLVLLFLWSRGKGNTKHNIEIEYVPRKS
DAGISSADAPRKFNMKMI
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FIG. 3

ATGCTGGCAGGGGGTATGAGAAGCATGCCCAGCCCCCTCCTGGCCTGCTGGCA
GCCCATCCTCCTGCTGGTACTGGGCTCAGTGCTGTCAGGCTCTGCTACAGGCTG
CCCGCCCCGCTGCGAGTGCTCAGCGCAGGACCGAGCCGTGCTCTGCCACCGCA
AACGCTTTGTGGCGGTGCCCGAGGGCATCCCCACCGAGACTCGCCTGCTGGAC
CTGGGCAAAAACCGCATCAAGACACTCAACCAGGACGAGTTTGCCAGCTTCCC
ACACCTGGAGGAGCTAGAACTCAATGAAAACATCGTGAGCGCCGTGGAGCCA
GGCGCCTTCAACAACCTCTTCAACCTGAGGACTCTGGGGCTGCGCAGCAACCG
CCTGAAGCTTATCCCGCTGGGCGTCTTCACCGGCCTCAGCAACTTGACCAAGCT
GGACATCAGTGAGAACAAGATCGTCATCCTGCTAGACTACATGTTCCAAGACC
TATACAACCTCAAGTCGCTGGAGGTCGGCGACAACGACCTCGTCTACATCTCC
CATCGAGCCTTCAGCGGCCTCAACAGCCTGGAACAGCTGACGCTGGAGAAATG
CAATCTGACCTCCATCCCCACGGAGGCGCTCTCCCACCTGCACGGCCTCATCGT
CCTGCGGCTACGACATCTCAACATCAATGCCATCAGGGACTACTCCTTCAAGA
GGCTGTACCGACTTAAGGTCTTAGAGATCTCCCACTGGCCCTACCTGGACACCA
TGACCCCCAACTGCCTCTACGGCCTCAACCTGACATCCCTATCCATCACGCACT
GCAACCTGACAGCCGTGCCCTATCTGGCAGTGCGTCACCTGGTCTATCTCCGTT
TCCTCAACCTTTCCTACAACCCAATCGGTACAATCGAGGGCTCCATGCTGCATG
AGCTGCTGCGGTTGCAGGAGATCCAGCTGGTGGGCGGGCAGCTGGCCGTGGTG
GAGCCCTATGCCTTTCGTGGGCTCAACTACCTGCGTGTGCTCAATGTCTCTGGC
AACCAGCTGACCACCCTGGAGGAGTCAGCCTITCCATTCGGTGGGCAACCTGGA
GACGCTCATCCTGGACTCCAACCCACTGGCCTGTGACTGCCGGCTGCTGTGGGT
GTTCCGGCGCCGCTGGCGGCTCAACTTCAACAGGCAGCAGCCCACCTGCGCCA
CACCTGAGTTCGTCCAGGGCAAAGAGTTCAAGGACTTITCCGGATGTACTCCTA
CCCAACTACTTCACCTGCCGCCGGGCCCACATCCGGGACCGCAAGGCACAGCA
GGTGTTITGTAGATGAGGGCCACACGGTGCAGTTTGTATGCCGGGCAGATGGCG
ACCCTCCACCAGCTATCCTTTGGCTCTCACCCCGCAAGCACTTGGTCTCGGCCA
AGAGCAATGGGCGGCTCACAGTCTTCCCTGATGGCACGCTGGAGGTGCGCTAC
GCCCAGGTACAGGACAACGGCACGTACCTGTGCATCGCAGCCAATGCTGGCGG
CAACGACTCCATGCCCGCCCACTTGCATGTGCGCAGCTACTCGCCTGACTGGCC
CCATCAACCCAACAAGACCTTCGCCTTCATCTCCAACCAGCCAGGCGAGGGAG
AGGCCAACAGCACCCGCGCCACTGTGCCTTTCCCCTTCGACATCAAGACGCTC
ATTATCGCCACCACCATGGGCTTCATCTCCTTCCTGGGCGTTGTCCTATTCTGCC
TGGTGCTGCTGTTTCTATGGAGCCGGGGCAAAGGCAACACAAAGCACAACATC
GAAATTGAGTATGTGCCCCGGAAATCGGACGCAGGCATCAGCTCAGCTGATGC
ACCCCGCAAGTTCAACATGAAGATGATATGA
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FIG. 4
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ARNm de LINGO-1
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LINGO-1 soluvel promove axdénios mielinizantes oligodendrociticos

C: LINGO-1-Fc¢ D: Controlo-Fc

Figura 10C e 10D
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Murganhos silenciados por LINGO-1 apresentam hipermielinizagéo da espinha dorsal
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Dominio Ig de LINGO-1 promove mielinizagdo em co-cultura
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Péptido RKH de LINGO-1 promove mielinizagdo em co-cultura
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