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ANTICUERPO ANTI-EPHA4

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidédn se refiere a un anticuerpo que
se une a EphA4.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

EphA4 es un miembro del receptor de la familia
tirosina quinasa. Efrina tipo A y tipo B son conocidas como
ligandos de EphA4. Tras la unién de EphA4 a su ligando
efrina, se 1inducen sefiales de desadhesién. EphA4 es
expresada en neuronas motoras y regula la orientacidn
axonal correcta a través de efrina expresada en regiones no
proyectivas de las neuronas motoras en la médula espinal
durante una fase de formacidédn de la red neural.

Estudios previos sugieren que la inhibicidén funcional
de  EphA4 es un  proceso terapéutico efectivo para
enfermedades neurodegenerativas tales como esclerosis
lateral amiotrdéfica (a la que se alude en lo que sigue en
esta memoria como “ELA”) vy la enfermedad de Alzheimer, vy
lesidén de la médula espinal.

Se ha informado que el gen EphA4 ajusta el fenotipo de
ELA (Bibliografia de Patentes 1; vy Bibliografia de No
Patentes 1). Se ha encontrado que un defecto genético de
EphA4 o el antagonismo por parte de EphAd4-Fc o similar
fomenta el alargamiento axonal o la recuperacidédn funcional
en el momento de lesién de la médula espinal en ratones o
ratas (Bibliografia de Patentes 2; vy Bibliografia de No
Patentes 3).

El péptido KYL y compuesto 1 son conocidos como
inhibidores de la sefializacién de  EphA4 existentes
(Bibliografia de Patentes 1; Bibliografia de No Patentes 1;

y Bibliografia de No Patentes 2). Sin embargo, no ha habido
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informe alguno sobre un anticuerpo gque tenga actividad
neutralizante.

TECNICA ANTERIOR

Bibliografia de Patentes 1: documento W02012/156351 Al

Bibliografia de No Patentes 1: Van Hoecke et al.,
Nature Medicine, wvol. 18: 1418-1422, 2012

Bibliografia de No Patentes 2: Goldschmit et al., PLoS
one, vol. 6: e24636, 2011

Bibliografia de No Patentes 3: Spanevello et al.,
Journal of Neurotrauma, vol. 30: 1023-1034, 2013

SUMARIO DE LA INVENCION

Un objeto de la presente invencidn es proporcionar un
anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidén a EphA4 del
mismo que sea capaz de unirse a EphA4 e inhibir la unién
entre EphA4 y su ligando, y una composiciédn farmacéutica
que comprenda el anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de
unién a EphA4 del mismo como un ingrediente activo.

Los autores de la presente invencidén han realizado
estudios concienzudos para lograr el objeto %
consecuentemente completaron la presente invencidén al
obtener un anticuerpo anti-EphA4 capaz de unirse a EphlA4d y
de inhibir la unidén entre EphA4 y su ligando.

Especificamente, en una realizacidn, la presente
invencién se refiere a las siguientes invenciones.

(1) Un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidén a
EphA4 del mismo, que comprende

(a) CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 26 o la SEQ ID NO: 27;

(b) CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos

representada por SEQ ID NO: 28 o la SEQ ID NO: 29;
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(c) CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 30;

(d) CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 31;

(e) CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 32; vy

(f) CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 33.

(2) E1 anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidn a
EphA4 del mismo de acuerdo con (1), en donde

el anticuerpo o el fragmento de unién a EphA4 del
mismo estd humanizado.

(3) E1 anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidn a
EphA4 del mismo de acuerdo con (1) o (2), en donde

el anticuerpo o el fragmento de unién a EphA4 del
mismo se une especificamente a EphA4 e inhibe la unién
entre EphA4 y efrina.

(4) E1 anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidén a
EphA4 del mismo de acuerdo con uno cualquiera de (1) a (3),
en donde

el anticuerpo o el fragmento de unién a EphA4 del
mismo comprende una cadena pesada y una cadena ligera, vy

la regidén constante de la cadena pesada y la regidn
constante de 1la cadena ligera comprende cada una una
secuencia derivada de un anticuerpo humano.

(5) El1 anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidén a
EphA4 del mismo de acuerdo con (4), en donde

la regidén constante de la cadena pesada se deriva de
IgG humana.

(6) El1 anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidén a

EphA4 del mismo de acuerdo con (5), en donde
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la IgG humana es IgGi humana o IgG, humana.

(7) E1 anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidén a
EphA4 del mismo de acuerdo con uno cualquiera de (4) a (6),
en donde

la regidn constante de la cadena ligera se deriva de
Igk.

(8) E1 anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidn a
EphA4 del mismo de acuerdo con uno cualquiera de (1) a (7),
en donde

el fragmento de unidén a EphA4 se selecciona del grupo
que consiste en Fab, Fab', F(ab'): y Fv.

(9) E1 anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidn a
EphA4 del mismo de acuerdo con (8), en donde

el fragmento de unidén a EphA4d es F(ab'):.

(10) Una composicidén farmacéutica, que comprende

un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidén a
EphA4 del mismo de acuerdo con uno cualgquiera de (1) a (9).

(11) La composicién farmacéutica de acuerdo con (10),
que comprende, ademas,

un soporte farmacéuticamente aceptable.

(12) La composicién farmacéutica de acuerdo con (10) u
(11), en donde

la composicién farmacéutica se utiliza para el
tratamiento de la esclerosis lateral amiotrédfica (ELA).

En otra realizacién, la presente invencidén se refiere
también a las siguientes invenciones.

(1’) Un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidén
a EphA4 del mismo, que comprende una cadena pesada y una
cadena ligera, en donde

una regidén variable de la cadena pesada comprende la

secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 66, 68,
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70, 72, 74 o 76, o una secuencia de aminodcidos derivada de
dicha secuencia mediante sustitucidén, adicidén y/o delecidn
de uno o més aminoacidos,

una regidén variable de la cadena ligera comprende la
secuencia de aminoadcidos representada por SEQ ID NO: 78, 80,
82 u 84, o una secuencia de aminodcidos derivada de dicha
secuencia mediante la sustitucidn, adicidén y/o delecidn de
uno o mas aminoéacidos, y

el anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidn a
EphA4 del mismo se une especificamente a EphA4 e inhibe 1la
unién entre EphA4 y efrina.

(27) Un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidn
a EphA4 del mismo, que comprende una cadena pesada y una
cadena ligera, en donde

una regidén variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 66, 68,
70, 72, 74 o 76, y

una regién variable de la cadena ligera comprende la
secuencia de aminoadcidos representada por SEQ ID NO: 78, 80,
82 u 84.

(3’) Un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (1') o (2’), en donde

una regidén variable de la cadena pesada comprende 1la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 66, vy

una regién variable de la cadena ligera comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 78.

(47) Un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (1') o (2’), en donde

una regidén variable de la cadena pesada comprende la

secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 68, y



10

15

20

25

30

una regidén variable de la cadena ligera comprende 1la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 78.

(5’) Un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (1') o (2'), en donde

una regidén variable de la cadena pesada comprende 1la
secuencia de aminoadcidos representada por SEQ ID NO: 70, vy

una regidén variable de la cadena ligera comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 78.

(67) Un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (1') o (2'), en donde

una regidén variable de la cadena pesada comprende 1la
secuencia de aminoadcidos representada por SEQ ID NO: 72, vy

una regién variable de la cadena ligera comprende la
secuencia de aminoadcidos representada por SEQ ID NO: 78.

(77) Un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (1') o (2’), en donde

una regidén variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 74, vy

una regién variable de la cadena ligera comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 78.

(8’) Un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (1') o (2'), en donde

una regidén variable de la cadena pesada comprende 1la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 76, vy

una regién variable de la cadena ligera comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 78.

(97) Un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidén
a EphA4 del mismo de acuerdo con (1') o (2’), en donde

una regidén variable de la cadena pesada comprende la

secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 66, y
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una regidén variable de la cadena ligera comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 80.

(10") Un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (1') o (2'), en donde

una regidén variable de la cadena pesada comprende 1la
secuencia de aminoadcidos representada por SEQ ID NO: 68, y

una regidén variable de la cadena ligera comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 80.

(117) Un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unién
a EphA4 del mismo de acuerdo con (1') o (2'), en donde

una regidén variable de la cadena pesada comprende 1la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 70, y

una regién variable de la cadena ligera comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 80.

(127) Un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unién
a EphA4 del mismo de acuerdo con (1') o (2’), en donde

una regidén variable de la cadena pesada comprende 1la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 72, vy

una regién variable de la cadena ligera comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 80.

(13') Un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (1') o (2’), en donde

una regidén variable de la cadena pesada comprende 1la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 74, vy

una regién variable de la cadena ligera comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 80.

(14’) Un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (1') o (2’), en donde

una regidén variable de la cadena pesada comprende la

secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 76, y
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una regidén variable de la cadena ligera comprende 1la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 80.

(15") Un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (1') o (2'), en donde

una regidén variable de la cadena pesada comprende 1la
secuencia de aminoadcidos representada por SEQ ID NO: 66, y

una regidén variable de la cadena ligera comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 82.

(16') Un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (1') o (2'), en donde

una regidén variable de la cadena pesada comprende 1la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 68, y

una regién variable de la cadena ligera comprende la
secuencia de aminoadcidos representada por SEQ ID NO: 82.

(17") Un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (1') o (2’), en donde

una regidén variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminoadcidos representada por SEQ ID NO: 70, vy

una regién variable de la cadena ligera comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 82.

(18’) Un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (1') o (2'), en donde

una regidén variable de la cadena pesada comprende 1la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 72, vy

una regién variable de la cadena ligera comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 82.

(197) Un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (1') o (2’), en donde

una regidén variable de la cadena pesada comprende la

secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 74, vy
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una regidén variable de la cadena ligera comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 82.

(20") Un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (1') o (2'), en donde

una regidén variable de la cadena pesada comprende 1la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 76, vy

una regidén variable de la cadena ligera comprende la
secuencia de aminoadcidos representada por SEQ ID NO: 82.

(21') Un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (1') o (2'), en donde

una regidén variable de la cadena pesada comprende 1la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 66, y

una regién variable de la cadena ligera comprende la
secuencia de aminoadcidos representada por SEQ ID NO: 84.

(22') Un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (1') o (2’), en donde

una regidén variable de la cadena pesada comprende 1la
secuencia de aminoadcidos representada por SEQ ID NO: 68, vy

una regién variable de la cadena ligera comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 84.

(23') Un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (1') o (2’), en donde

una regidén variable de la cadena pesada comprende 1la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 70, vy

una regién variable de la cadena ligera comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 84.

(24’) Un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (1') o (2’), en donde

una regidén variable de la cadena pesada comprende la

secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 72, vy
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una regidén variable de la cadena ligera comprende 1la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 84.

(25") Un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (1') o (2'), en donde

una regidén variable de la cadena pesada comprende 1la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 74, vy

una regidén variable de la cadena ligera comprende la
secuencia de aminoadcidos representada por SEQ ID NO: 84.

(26') Un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (1') o (2'), en donde

una regidén variable de la cadena pesada comprende 1la
secuencia de aminoadcidos representada por SEQ ID NO: 76, y

una regién variable de la cadena ligera comprende la
secuencia de aminoadcidos representada por SEQ ID NO: 84.

(27') Un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unién
a EphA4 del mismo de acuerdo con uno cualquiera de (1') a
(26'), en donde

el anticuerpo o el fragmento de unién a EphA4d del
mismo se une especificamente a EphA4 e inhibe la unién
entre EphA4 y efrina.

(28') Un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con uno cualquiera de (1') a
(27'), en donde

la regidén constante de la cadena pesada y la regidn
constante de la cadena ligera comprende cada una una
secuencia derivada de un anticuerpo humano.

(297) E1 anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (28"), en donde

la regidén constante de la cadena pesada se deriva de

IgG humana.
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(30") E1 anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (29’), en donde

la IgG humana es IgG humana gque consiste en IgG:
humana o una combinacidén de IgG: humana e IgGz humana.

(317) El1 anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (30'), en donde

la IgG humana es IgGz humana.

(327) El anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (31'), en donde

la IgG, humana tiene una mutacidén C131S, C219S, V234A
y/o G237A bajo la numeracidén Eu y no tiene un residuo
lisina en el extremo carboxi.

(33’") E1 anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (32'), en donde

la IgGz humana comprende la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 62.

(34”7) E1 anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (307), en donde

la IgG humana es IgG humana gque consiste en una
combinacién de IgG: humana e IgGz humana.

(35') E1 anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (34’), en donde

en la IgG humana que consiste en una combinacidén de
IgG:i humana e IgG, humana, una regién CH1 y una regidn
bisagra son IgG: humana y una regién CH2 y una regidén CH3
son IgG, humana.

(36') E1l anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (35"), en donde

la IgG humana, que consiste en una combinaciédn de IgG:

humana e IgGz humana, tiene wuna mutacidén V234A y/o una
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mutacién G237A bajo la numeracidén Eu y no tiene un residuo
lisina en el extremo carboxi.

(37") E1 anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (36'), en donde

la IgG humana, que consiste en una combinacidén de IgG:
humana e IgG, humana, comprende la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 60.

(38’) E1 anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con uno cualquiera de (28') a
(37"), en donde

la regidén constante de la cadena ligera se deriva de
Igxk.

(39') E1 anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con uno cualquiera de (1') a
(387), en donde

el fragmento de unién a EphRA4 se selecciona del grupo
que consiste en Fab, Fab', F(ab'): y Fv.

(40") E1 anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidn
a EphA4 del mismo de acuerdo con (39’), en donde

el fragmento de unidén a EphRA4 es F(ab')..

(41') Una composicién farmacéutica, que comprende

un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidén a
EphA4 del mismo de acuerdo con uno cualquiera de (17) a
(40") .

(42') La composicidén farmacéutica de acuerdo con (41'),
que comprende, ademas,

un soporte farmacéuticamente aceptable.

(43') La composicidén farmacéutica de acuerdo con (417)
o (42"), en donde

la composicidén farmacéutica se utiliza para el

tratamiento de la esclerosis lateral amiotrdé6fica (ELA).
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Uno de o cualgquier combinacién de dos o mas de 1los
aspectos de la presente invencidén arriba mencionados estéa
también incluido en el alcance de la presente invencién.

La presente invencidn proporciona un anticuerpo anti-
EphA4 o un fragmento de unién a EphA4 del mismo que es
capaz de unirse a EphA4 e inhibir la unidén entre EphA4 y su
ligando, y una composicidén farmacéutica que comprende el
anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidén a EphA4d del
mismo como un ingrediente activo.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG.1 muestra la afinidad de unidén de un anticuerpo
monoclonal anti-EphA4 (anticuerpo A) para EphA4 humana vy
EphA4 de ratdn.

La FIG. 2 muestra la inhibicidén de la unidén de EphA4
de ratédn a Efrina Al de ratdédn y Efrina B2 de ratdn por
parte del anticuerpo monoclonal anti-EphA4 (anticuerpo A),
péptido KYL y compuesto 1.

La FIG. 3 muestra la inhibicién de la unidén de EphA4
humana a Efrina A5 humana y Efrina B3 humana por parte del
anticuerpo monoclonal anti-EphA4 (anticuerpo A) y péptido
KYL.

La FIG. 4A muestra la afinidad de unién de anticuerpo
A-IgG (anticuerpo A) y anticuerpo A-Fab para EphA4 de ratédn.

La FIG. 4B muestra la afinidad de unién de anticuerpo
A-IgG (anticuerpo A) y anticuerpo A-F(ab'): para EphA4 de
ratén.

La FIG. 4C muestra la afinidad de unién de anticuerpo
A-IgG (anticuerpo A) y anticuerpo A-Fab para EphA4 humana.

La FIG. 4D muestra la afinidad de unidén de anticuerpo
A-IgG (anticuerpo A) vy anticuerpo A-F(ab'): para EphA4

humana.
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La FIG. 5 muestra la inhibicién de 1la unidén entre
EphA4 de ratén vy Efrina B2 de ratédn por parte del
anticuerpo A-IgG (anticuerpo A), anticuerpo A-F(ab'):,
anticuerpo A-Fab y péptido KYL.

La FIG. 6 muestra la especificidad para la unidén de
anticuerpo A para el receptor de Eph humana (FIG.6A) y el
receptor de Eph de ratdn (FIG.6B).

La FIG. 7 muestra la actividad de unidén de anticuerpo
A frente a EphA4 de ratdn, rata, mono y humana.

La FIG. 8 muestra que el anticuerpo A suprime, de una
manera dependiente de la concentracidn, la
autofosforilacidén de EphA4 inducida por Efrina Al en
neuronas del hipocampo. El pY en la FIG.8 exhibe EphA4
fosforilada.

La FIG. 9 muestra que el anticuerpo A suprime, de una
manera dependiente de la concentracién, el colapso del cono
de crecimiento inducido por Efrina Al en neuronas del
hipocampo.

La FIG. 10 muestra gque el anticuerpo A suprime la
autofosforilacién de EphA4 inducida por Efrina Al en el
cerebro de neonatos de ratén. E1l pY en la FIG.10 exhibe
EphA4 fosforilada.

La FIG. 11 muestra una vista esquemdtica de un sistema
de evaluacién llevado a cabo en el Ejemplo 13.

La FIG. 12 muestra que el anticuerpo A protege a las
neuronas motoras en modelos de ELA in vitro utilizando
células ES de ratédn.

La FIG. 13 muestra una vista esquemdtica de un sistema

de evaluacidén llevado a cabo en el Ejemplo 14.
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La FIG. 14 muestra que el anticuerpo A protege a las
neuronas motoras en modelos de ELA in vitro utilizando
células iPS humanas.

La FIG: 15 muestra los aminodcidos del Dominio de
Unién a Ligando de EphA4 (EphA4-1BD) en las abscisas y la
regidén estructural de Fab en las ordenadas. Los cuadros en
negro representan los puntos de interseccién de
combinaciones que tienen una interaccidén. Una pluralidad de
cuadros que presentan un aminodcido corresponden a los
tipos de interaccidén (enlace hidrbgeno, contacto con la
superficie, etc.). Un aminocacido que tiene un mayor numero
de cuadros significa que el aminodcido se une a Fab con
diversas interacciones.

La FIG. 16 muestra la estructura de la superficie del
Dominio de Unidén a Ligando de EphA4 (EphA4-1LBD). En la FIG.
16, las regiones de color oscuro corresponden a regiones de
unién a Fab. En esta figura, los nombres y los numeros de
residuo de aminodcidos contenidos en las regiones de unidén
se muestran en las posiciones correspondientes, y las CDRs
de la cadena H y la cadena L de Fab a unir se indican por
modelos de cintas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencidén se refiere a un anticuerpo anti-
EphA4 que se une a EphAd4.

El anticuerpo anti-EphA4 utilizado en la presente
invencién es un anticuerpo que puede reconocer y unirse a
EphA4. Tal como se menciona méds adelante, el anticuerpo
puede ser un anticuerpo intacto o puede ser un fragmento de
unidén a antigeno del mismo o un anticuerpo sintético (p.
ej., un anticuerpo recombinante, un anticuerpo quimérico vy

un anticuerpo humanizado) siempre que tenga afinidad de
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En la presente invencién,

se puede entender

que EphA4 se refiere a EphA4 derivada de ser humano, ratédn,

rata

O mono.

La EphA4 derivada de ser humano,

ratdn, rata o

mono se puede obtener de una base de datos publica en la

que estda registrada 1la

como

GenBank,

Biotechnology

Information

proporcionada por

informacidén de la

(EE.UU.) .

secuencia, tal

el National Center for

Alternativamente, se

disefian cebadores sobre la base de la informacidén de 1la

secuencia de nucledétidos en EphA4 de una especie animal

estrechamente relacionada con ello,

secuencia en

el ge

n EphA4d

se puede

y la informacidén de la

obtener mediante

clonacibén a partir de ARN extraido de la especie animal

deseada.

nucledtidos en EphA4 humana,

de ratédn,

Por ejemplo, la informacidén de la

secuencia de

rata o mono estéa

registrada bajo los N°s de Acceso de GenBank NM 004438.4,

NM 007936.3, NM 001162411.1 y NM 001260870,

en la base de datos.

En un

aspecto

de la

presente

respectivamente

invencién, EphA4

comprende la secuencia de aminodcidos representada por SEQ

ID NO:

secuencia de aminocdcidos por la sustituciédn,

delecidn de

aminoadcidos representada por SEQ ID NO:

uno o

mads aminoéacidos,

o 1la

1 o una secuencia de aminodcidos derivada de la

adicién vy/o

secuencia de

3 o una secuencia

de aminocdcidos derivada de la secuencia de aminoadcidos por

la sustituciédn,

aminodcidos.

utilizada con respecto a EphA4,

que

En la presente invencién,

la secuencia

funcionales

adicidn

resultante

equivalentes a

expresién “o mas” es 2 a 100,

a 70,

2 a 60,

2 a 50,

2 a 40,

y/o

conserve

delecidén de

uno o mas

la expresién “o mas”

la secuencia

no estd limitada, siempre

caracteristicas

original. La

por ejemplo 2 a 90, 2 a 80, 2

2 a 30,

2 a 20,

2 a 10 o 2 a
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5 o estd dentro del 10%, por ejemplo dentro del 9%, dentro
del 8%, dentro del 7%, dentro del 6% o dentro del 5% del
numero de aminodcidos en la secuencia de aminoéacidos.

En un aspecto de la presente invencidn, el anticuerpo
anti-EphA4 o el fragmento de unién a EphA4 del mismo es un
anticuerpo que se une especificamente a EphA4. La expresidn
“se une especificamente” es una expresidn bien conocida por
los expertos en la técnica, y también es bien conocido un
método para determinar la unidén especifica de un anticuerpo
o un fragmento de unidén a antigeno del mismo a un antigeno
0 un epitopo. En una realizacidén de la presente invencidn,
se entiende que la “unidén especifica” significa que el
anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidén a EphA4d del
mismo es capaz de unirse a EphA4 a través de una reaccidn
inmunolégica mas rapidamente y/o durante una duracién de un
tiempo mayor con una mayor afinidad de unidén y una mayor
actividad de wunién en comparacién con su unidén a otras
moléculas diana. En este contexto, no se excluye la uniédn
especifica a otras dianas de un anticuerpo o un fragmento
de unidén a antigeno del mismo gque se une especificamente a
una diana. En otra realizacidén de la presente invencidn, la
“unién especifica” se puede indicar por un anticuerpo que
tiene una KD de al menos aproximadamente 10-7 M, al menos
aproximadamente 108 M, al menos aproximadamente 107° M, al
menos aproximadamente 10710 M, al menos aproximadamente 10-11
M o al menos aproximadamente 10712 M o mayor por EphA4. En
una realizacidén alternativa adicional de la presente
invencién, se entiende que la “unidén especifica” es 1la
unién de EphA4 a través de una reaccidén inmunoldgica, pero
no la unidén sustancial a otras subclases y subtipos de

receptores de Eph.
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En un aspecto de la presente invencidén, el anticuerpo
anti-EphA4 o el fragmento de unidén a EphA4 del mismo de la
presente invencidn es un anticuerpo que se une a la regidn
extracelular de EphA4. El anticuerpo anti-EphA4 o el
fragmento de unidén a EphA4 del mismo de la presente
invencidén puede ser, por ejemplo, un anticuerpo o un
fragmento de unidén a antigeno que comprende la secuencia de
aminoadcidos representada por SEQ ID NO: 2 o una secuencia
de aminodcidos derivada de la secuencia de aminodcidos por
la sustitucidén, adicidén vy/o delecidn de uno o mas
aminoacidos, o comprende la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 4 o una secuencia de
aminoacidos derivada de la secuencia de aminoacidos por 1la
sustitucidén, adicidn y/o delecidn de uno o mas aminodcidos,
y se une a cualquier sitio en la regidn extracelular de
EphA4. En la presente invencién, la expresidédn “o mas”
utilizada con respecto a la regidédn extracelular de EphlA4d es,
pero no se limita a 2 a 50, por ejemplo 2 a 45, 2 a 40, 2 a
35, 2 a 30, 2 a 25, 2 a 20, 2 a 15, 2 a 10 o 2 a 5 o esté
dentro del 10%, por ejemplo dentro del 9%, dentro del 8%,
dentro del 7%, dentro del 6% o dentro del 5% del nUmero de
aminodcidos en la secuencia de aminoacidos.

En un aspecto de la presente invencidn, el anticuerpo
anti-EphA4 o el fragmento de unidén a EphA4 del mismo se
puede unir especificamente a EphA4 e inhibir la unidén entre
EphA4 y efrina.

En una realizacidén de 1la presente 1invenciédén, el
anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidén a EphA4 del
mismo se puede unir especificamente a al menos uno de EphA4
humana, EphA4 de ratdn, EphA4 de rata y EphA4 de mono e

inhibir la unidén de las mismas a sus ligandos. En una
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realizacién preferida de la presente invencién, el
anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidén a EphA4d del
mismo se puede unir especificamente a dos o més de EphA4
humana, EphA4 de ratdén, EphA4 de rata y EphA4 de mono e
inhibir la unidén de las mismas a sus ligandos. En otra
realizacién preferida de la ©presente invencidn, el
anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidén a EphA4 del
mismo se puede unir especificamente a la totalidad de EphA4
humana, EphA4 de ratdén, EphA4 de rata y EphA4 de mono e
inhibir la unidén de las mismas a sus ligandos.

Un método generalmente conocido por los expertos en la
técnica se puede utilizar como un método para medir las
propiedades de unidén a antigeno (p. ej., afinidad de unidn
y reactividad cruzada entre especies) del anticuerpo o
fragmento de unidén a antigeno del mismo. Por ejemplo, la
afinidad de wunién se puede medir mediante el wuso del
biosensor Biacore(R), del Dbiosensor KinkExA, ensayo de
proximidad de centelleo, ELISA, inmunoensayo ORIGEN (IGEN
International), citometria de flujo, supresidédn de
fluorescencia, transferencia de fluorescencia,
visualizacidén de levaduras vy/o inmunotincidn, aunque el
método no estd limitado a los mismos. La actividad
neutralizante del anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo frente a la unidén entre EphA4 vy su
ligando se puede medir mediante el wuso del Dbiosensor
Biacore (R), ELISA y/o citometria de flujo, aunque el método
no estd limitado a los mismos.

El anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidn a
EphA4 del mismo de la presente invencidédn puede ser
cualquiera de un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo

policlonal y un fragmento de unidén a EphA4 del mismo,
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siempre gque se una a EphA4, de preferencia se una
especificamente a EphA4.

En la presente invencidén, el anticuerpo anti-EphA4 o
el fragmento de unidén a EphA4 del mismo de la presente
invencidén puede ser de cualquier clase tal como IgG, IgA o
IgM (o subclase de la misma) y no estd limitado por una
clase particular. Las inmunoglobulinas se clasifican en
diferentes clases, dependiendo de las secuencias de
aminoacidos de los anticuerpos de sus regiones constantes
de cadena pesada (también denominada cadena H). Existen
cinco clases principales de inmunoglobulina: IgA, IgD, IgE,
IgG e IgM, algunas de las cuales pueden estar divididas,
ademas, en subclases (isotipos) de, por ejemplo, IgG:, IgGg,
IgGs, IgGs, IgA:1 e IgA,. Las regiones constantes de la
cadena pesada correspondientes a diferentes clases de
inmunoglobulinas se denominan respectivamente o, 0, €, Yy y

L. Los tipos de cadena ligera (también denominada cadena L)

de anticuerpos son cadenas A y K.

El anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidén a
EphA4 del mismo de la presente invencidén puede ser un
anticuerpo IgG y puede ser, por ejemplo, un anticuerpo IgG:
o un anticuerpo IgGz. También, el anticuerpo anti-EphA4 o
el fragmento de unidén a EphA4 del mismo de la presente
invencién puede ser un mondémero, un dimero o un multimero
en algunos casos.

En un aspecto de la presente invencidén, el anticuerpo
anti-EphA4 o el fragmento de unién a EphA4 del mismo de la
presente invencidén puede ser una combinacién de anticuerpos

IgG derivados de diferentes subclases tales como anticuerpo



10

15

20

25

30

21

IgG gque consiste en una combinacién de anticuerpo IgG: vy
anticuerpo IgG:.

En la presente memoria descriptiva, el fragmento de
unién a antigeno del anticuerpo no estda particularmente
limitado siempre que el fragmento de unidén a antigeno sea
un fragmento funcional vy estructural del anticuerpo vy
conserve la actividad de unidén frente al antigeno al que se
puede unir el anticuerpo. Ejemplos del fragmento de unidn a
antigeno del anticuerpo incluyen, pero no se limitan a Fab,
Fab', F(ab')z, Fv y Fv de cadena sencilla (scFv), sus
variantes, proteinas de fusidén que comprenden un resto de
anticuerpo y otras estructuras modificadas de moléculas de
inmunoglobulina gque comprenden un sitio de reconocimiento
del antigeno. En un aspecto, el fragmento de unidén del
anticuerpo de la presente invencidn es F(ab'):.

El fragmento de unidén a antigeno del anticuerpo se
puede obtener, por ejemplo, a través de la digestidén de
proteinas del anticuerpo completo con una proteasa tal como
papaina o ©pepsina, o se puede producir directamente
mediante células huéspedes recombinantes (p. ej.,
eucariotas tales como células de levaduras, células
vegetales, células de insectos o células de mamiferos, o
procariotas tales como E. coli). Por ejemplo, fragmentos
Fab’-SH se pueden recuperar directamente de E. coli y unir
quimicamente para formar un fragmento F(ab'") 2.
Alternativamente, F(ab')z: se puede formar utilizando la
cremallera de leucina GCN4, que fomenta el ensamblaje de
moléculas de F(ab')2. En el caso de producir scFv mediante
una técnica de sintesis quimica, se puede utilizar un
sintetizador automdtico. En el caso de producir scFv

mediante una técnica de recombinacibén de genes, un plasmido
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apropiado que contiene un polinucledétido que codifica scFv
puede ser transferido a células huéspedes apropiadas (p.
ej., eucariotas tales como células de levaduras, células
vegetales, células de insectos o células de mamiferos, o
procariotas tales como E. coli). El1 polinucledétido que
codifica scFv de interés se puede preparar mediante una
operacidn bien conocida tal como ligamiento de
polinucledétidos. El1 scFv resultante se ©puede aislar
mediante el uso de una técnica estandar de purificacidén de
proteinas conocida en la técnica.

En la presente invencidn, la regidn variable del
anticuerpo puede significar una regidn variable de una
cadena ligera del anticuerpo y/o una regidédn variable de una
cadena pesada del anticuerpo, y la regidn constante del
anticuerpo puede significar una regidédn constante de una
cadena ligera del anticuerpo y/o una regidén constante de
una cadena pesada del anticuerpo. La regidén variable de 1la
cadena pesada y la regién variable de 1la cadena ligera
estdn compuestas cada una de cuatro regiones marco (FRs)
conectadas a través de tres CDRs, también conocidas como
regiones hipervariables. Las CDRs en cada una de las
cadenas se mantienen en estrecha proximidad mediante 1los
FRs y contribuyen, junto con las CDRs en otra cadena, en la
formacién del sitio de unidén a antigeno del anticuerpo.
Ejemplos de técnicas para determinar CDRs incluyen, pero no
se limitan a: (1) un enfoque basado en la variabilidad de
la secuencia en especies cruzadas (p. ej., Kabat et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5% ed.,
1991, National Institutes of Health, Bethesda MD); y (2) un
enfoque basado en el estudio cristalogrdfico de un complejo

antigeno-anticuerpo (Al-lazikani et al., 1997 J. Molec.
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Biol. 273: 927-948). Estos enfoques u otros enfoques se

pueden utilizar en combinacidén. La regidén constante de la

cadena pesada estd compuesta de tres dominios, es decir,

CH1, CH2 y CH3, y una regidén bisagra, y estd situados desde

el extremo amino (extremo N) al extremo carboxi (extremo C)

en el orden de CH1l, una regidn bisagra,
regidén constante de la cadena ligera esta

dominio CL.

CH2 y CH3. Lla

compuesta de un

En la presente invencidén, el anticuerpo monoclonal

puede significar un anticuerpo que se obtiene de una

poblacidn de anticuerpos sustancialmente homogéneos.

Especificamente, los anticuerpos individuales contenidos en

la poblacidén son idénticos, excepto por mutantes naturales

que pudieran estar ©presentes en cierta medida. E1l

anticuerpo monoclonal esta dirigido a un Unico sitio del

antigeno y es muy especifico. Ademés

de ello, en

contraposicién a un anticuerpo policlonal tipico que fija

como objetivo diferentes antigenos o diferentes epitopos,

cada uno de los anticuerpos monoclonales fija como objetivo

un Unico epitopo en un antigeno. El1 modificador “monoclonal”

designa las caracteristicas del anticuerpo

que se obtiene

de una poblacidén de anticuerpos sustancialmente homogéneos,

y no debe interpretarse de modo restrictivo como que

requiere la produccién del anticuerpo

particular.

por un método

El anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidén a

EphA4 del mismo de la presente invencidén puede ser un

anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado, un

anticuerpo humano, un anticuerpo de mamifer

0 no humano (p.

ej., mono, ratdn, rata, conejo, bovino, caballo o cabra), o

un fragmento de unién a EphA4 del mismo.

El anticuerpo
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quimérico es, por ejemplo, un anticuerpo que comprende las
regiones variables de un anticuerpo no humano (p. ej.,
ratédn o rata) wunido a las regiones constantes de un
anticuerpo humano, y puede referirse, por ejemplo, a un
anticuerpo que tiene regiones variables derivadas de un
anticuerpo no humano y regiones constantes derivadas de un
anticuerpo humano. El anticuerpo humanizado es, por ejemplo,
un anticuerpo que comprende las regiones hipervariables (a
las que se alude también como regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) ) de un anticuerpo no humano
introducido en un anticuerpo humano y puede referirse, por
ejemplo, a un anticuerpo que tiene CDRs derivadas de un
anticuerpo no humano y las otras regiones de anticuerpo
derivadas de un anticuerpo humano. Sin embargo, en la
presente invencidén, no se requiere necesariamente la
distincién entre el anticuerpo quimérico y el anticuerpo
humanizado para que quede clara, y el anticuerpo puede
estar en una forma que puede considerarse como tanto del
anticuerpo gquimérico como del anticuerpo humanizado. Un
aspecto preferido del anticuerpo humanizado de acuerdo con
la presente invencién es un anticuerpo gque tiene CDRs
derivadas de anticuerpos de roedores y las otras regiones
del anticuerpo derivadas de un anticuerpo humano, de manera
particularmente preferida un anticuerpo que tiene CDRs
derivadas de un anticuerpo de ratdédn y las otras regiones
del anticuerpo derivadas de un anticuerpo humano. La
humanizacidén se puede realizar mediante el uso de un método
de injerto de CDR (Kontermann y Dubel, Antibody Engineering,
Springer Lab Manual (2001); y Tsurushita et al., Methods 36:
69-83 (2005)) y también se puede realizar por un método

conocido en la técnica (véase, p. ej., Jones et al., Nature
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321: 522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332: 323-327
(1988); y Verhoeyen et al., Science 239: 1534-1536 (1988)),
que implica reemplazar secuencias de CDR por las
correspondientes secuencias de un anticuerpo humano. EI1
anticuerpo humanizado es tipicamente un anticuerpo humano,
algunos residuos de 1la CDR vy, opcionalmente, algunos de
cuyos residuos de FR estadn reemplazados por residuos
derivados de los sitios andlogos de un anticuerpo no humano.

Para reducir la antigenicidad, puede ser importante
seleccionar el uso de regiones variables humanas, tanto en
la cadena ligera como en la cadena pesada en la preparacidn
del anticuerpo humanizado. De acuerdo con un método de
“mejor ajuste”, la bibliografia completa de secuencias de
FR humanas conocidas es rastreada en cuanto a la secuencia
de regiones variables de un anticuerpo de roedor.
Seguidamente, las secuencias humanas més similares a las
secuencias de roedores son aceptadas como FRs humanos del
anticuerpo humanizado. Véase, por ejemplo, Sims et al., J.
Immunol. 151: 2296-2308 (1993) vy Chothia et al., J. Mol.
Biol. 196: 901-917 (1987). En otro método se utilizan
marcos particulares derivados de secuencias comunes de
todos 1los anticuerpos humanos en cuanto a subgrupos de
cadena ligera o cadena pesada particulares. Los mismos
marcos se pueden utilizar para algunos anticuerpos
humanizados diferentes. Véase, por ejemplo, Carter et al.,
Proc. Natl. Acad. Set USA 89: 4285-4289 (1992) y Presta et
al., J. Immunol. 151: 2623-2632 (1993).

Ademés de ello, generalmente es deseable gque el
anticuerpo humanizado deba conservar una elevada afinidad
de unidén por el antigeno y otras propiedades bioldbgicas

preferidas. Con el fin de lograr este objetivo, de acuerdo
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con un método, el anticuerpo humanizado se prepara mediante
la etapa de analizar secuencias parentales vy diversos
productos  humanizados conceptuales utilizando modelos
tridimensionales de las secuencias parentales y secuencias
humanizadas. En general, se puede utilizar un modelo
tridimensional de inmunoglobulinas y es conocido por 1los

expertos en la técnica. Se puede utilizar un programa de

ordenador que ilustre e indique conformaciones
tridimensionales potenciales de secuencias de
inmunoglobulinas candidatas seleccionadas. Estas

indicaciones se pueden estudiar para analizar los posibles
papeles de residuos en las funciones de las secuencias de
inmunoglobulinas candidatas, es decir, para analizar
residuos que influyan en la capacidad de las
inmunoglobulinas candidatas de unirse al antigeno. Por este
método, residuos FR se pueden seleccionar de una secuencia
receptora y una secuencia importadora y combinar con el fin
de conseguir caracteristicas deseables de los anticuerpos
tales como afinidad por la unidén potenciada para uno o mas
antigenos diana (p. ej., EphA4 o un fragmento de la misma).

Huelga decir que el anticuerpo de la presente
invencién incluye también un anticuerpo derivado del
anticuerpo quimérico o del anticuerpo humanizado arriba
ejemplificado mediante ingenieria apropiada (p. ej., la
modificacién del anticuerpo o la sustitucidn, adicidn y/o
deleciétn parcial de 1la secuencia de aminoacidos del
anticuerpo), de modo que el anticuerpo conserva Sus
funciones (o una funcidén es impartida al anticuerpo o una
funcién del anticuerpo es mejorada). Mas especificamente,
también estd incluido en el alcance de 1la presente

invencién un anticuerpo que carece de lisina (Lys)
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dispuesta en el extremo carboxi (extremo C) de la cadena
pesada por un método artificial tal como ingenieria
genética con el fin de reducir 1la heterogeneidad de
anticuerpos producidos por células productoras de
anticuerpos. También estd incluido en el alcance de 1la
presente invencidén un anticuerpo que tiene secuencias de
aminoacidos modificadas en la regidén constante para
modificar una funcidén efectora del anticuerpo, tal como un
anticuerpo en el que valina (Val) en la posicidén 234 del
anticuerpo IgGz humano bajo la numeracidén Eu ha sido
sustituido con alanina (Ala), vy glicina (Gly) en la
posicidén 237 ha sido sustituida con alanina (Ala), con el
fin de reducir la actividad de la citotoxicidad mediada por
células dependientes de anticuerpos (ADCC) vy/o de la
fagocitosis mediada por células dependientes de anticuerpos
(ADCP) . Ademés, también estd incluido en el alcance de la
presente invencidén un anticuerpo biespecifico (Kontermann
(2012), mAbs 4, 182-97) que tiene, junto con una regidn de
unién a anticuerpos dque tiene secuencias de CDR del
anticuerpo de la presente invencidn, una regidén de unidn a
antigenos gque se une a otro antigeno.

Si se desea, el anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento
de unidén a EphA4 del mismo de la presente invencidén puede
estar modificado. La modificacidén del anticuerpo anti-EphA4
o el fragmento de unién a EphA4 del mismo de la presente
invencién puede ser una modificacién que cambia (a) la
estructura tridimensional de una secuencia de aminoédcidos
en una regidén de modificacidén tal como una conformacidn en
lédmina o hélice; (b) la carga eléctrica o el estado
hidrofébico de la molécula en un sitio diana; o (c) los

efectos de una modificacidén en el mantenimiento del volumen
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de la cadena lateral, o puede ser una modificacidén mediante
la cual no se observen claramente estos cambios.

La modificacién del anticuerpo anti-EphA4 o el
fragmento de unidén a EphA4 del mismo de la presente
invencidén se puede conseguir, por ejemplo, mediante la
sustitucidén, delecidn y/o adicidén de uno o mas residuos
aminoacidos constituyentes.

En la presente memoria descriptiva, el aminodcido se
utiliza en su sentido mas amplio, e incluye no sdélo
aminoacidos naturales, por ejemplo serina (Ser), asparagina
(Asn), wvalina (Val), leucina (Leu), isoleucina (Ile),
alanina (Ala), tirosina (Tyr), glicina (Gly), lisina (Lys),
arginina (Arg), histidina (His), &cido aspartico (Asp),
acido glutamico (Glu), glutamina (Gln), treonina (Thr),
cisteina (Cys), metionina (Met), fenilalanina (Phe),
triptéfano (Trp)y prolina (Pro), sino también aminodcidos
no naturales tales como variantes vy derivados de
aminoadcidos. Naturalmente, los expertos en la técnica
entienden, considerando esta amplia definicién, que
ejemplos de los aminodcidos en la presente memoria
descriptiva incluye: L-aminoc&cidos; D-aminoacidos;
aminodcidos quimicamente modificados tales como variantes
de aminocdcidos vy derivados de aminodcidos; aminoacidos
tales como norleucina, P-alanina y ornitina, los cuales no
sirven como materiales que constituyen proteinas in vivo; y
compuestos sintetizados por wvia gquimica que tienen las
caracteristicas de aminoédcidos generalmente conocidos por
los expertos en la técnica. Ejemplos de los aminodcidos no
naturales incluyen &cidos oa-metilamino (a-metilalanina,
etc.), D-aminodcidos (&cido D-aspértico, acido D-glutémico,

etc.), aminodcidos similares a histidina (2-amino-histidina,
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B-hidroxi-histidina, homohistidina, a-fluorometil-histidina,
a-metil-histidina, etc.), aminodcidos que tiene un metileno
extra en sus cadenas laterales ("homo" aminoacidos) vy
aminoacidos en los que un grupo acido carboxilico funcional
en la cadena lateral estd reemplazado por un grupo acido
sulfénico (4cido cisteico, etc.).

Residuos de aminoadcidos que se producen de forma
natural se pueden clasificar, por ejemplo, en los
siguientes grupos en base a las caracteristicas generales
de la cadena lateral:

(1) residuos hidrofdébicos: Met, Ala, Val, Leu e Ile;

(2) residuos hidrofilicos neutros: Cys, Ser y Thr;

(3) residuos de caréacter acido: Asp y Glu;

(4) residuos de caracter basico: Asn, Gln, His, Lys y
Arg;

(5) residuos que influyen en la orientacién de la
cadena; Gly y Pro; y

(6) residuos aromaticos: Trp, Tyr y Phe.

La sustitucidén no conservativa de una secuencia de
aminodcidos que constituye el anticuerpo o el fragmento de
unién a antigeno del mismo se puede realizar reemplazando
un aminodcido que pertenece a uno de estos grupos por un
aminodcido que pertenece a cualquiera de los otros grupos.
Se pueden realizar sustituciones mas conservativas
reemplazando un aminodcido gque pertenece a uno de estos
grupos por otro aminodcido que pertenece al mismo grupo
alli. De igual manera, la delecidén o sustitucidn en una
secuencia de aminocdcidos se puede realizar de forma
apropiada.

La modificacién de aminoacido(s) que constituye(n) el

anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo
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puede ser, por ejemplo, una modificacién post-traduccidn
tal como glicosilacién con un azlUcar, acetilacién o
fosforilacidén. E1 anticuerpo puede estar glicosilado en una
posicidn conservada en su regidén constante. La
glicosilacidédn del anticuerpo es habitualmente del tipo
enlazada a N o enlazado a O. La glicosilacidén enlazada a N
significa la unién de un resto hidrato de carbono a la
cadena lateral de un residuo asparagina. Las secuencias de
tripéptidos asparagina-X-serina, asparagina-X-treonina vy
asparagina-X-cisteina (en donde X es cualquier aminoacido
distinto de prolina) son secuencias de reconocimiento para
afiladir enzimdticamente un resto hidrato de carbono a 1la
cadena lateral de asparagina. Cualquiera de estas
secuencias de tripéptidos estan presentes en el anticuerpo
o el fragmento de unidén a antigeno del mismo, de modo que
estd presente un sitio de glicosilacidén potencial. La
glicosilacién enlazada a O puede ser la unidén de N-
acetilgalactosamina, galactosa o) xilosa a un
hidroxiaminodcido (p. ej., serina o treonina), o puede ser
la unidén del mismo a 5-hidroxiprolina o 5-hidroxilisina en
algunos casos. Los expertos en la técnica pueden
seleccionar apropiadamente las condiciones de glicosilacién
(en el caso de realizar 1la glicosilacién wutilizando un
enfoque bioldégico, por ejemplo, células huéspedes y el tipo
y pH de un medio celular) de acuerdo con el fin.

El anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidén a
EphA4 del mismo de la presente invencién se puede modificar
adicionalmente wutilizando otros métodos de modificacidn
solos o en combinacién sobre la base del sentido coman
técnico generalmente conocido por los expertos en la

técnica.
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El anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidén a
EphA4 del mismo de la presente invencidén se puede producir
por un método bien conocido por los expertos en la técnica.
Por ejemplo, un hibridoma que produce el anticuerpo anti-
EphA4 o el fragmento de unidén a EphA4 del mismo de la
presente invencidén se puede utilizar para producir un
anticuerpo, o un gen que codifica el anticuerpo anti-EphA4
o el fragmento de unidén a EphA4 del mismo de la presente
invencidén se puede integrar en un vector de expresidn, que
luego se puede transferir a células de E. coli, células COS
de mono, células del ovario de héamster chino (CHO) o
similares para producir un anticuerpo. El gen que codifica
el anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unién a EphA4
del mismo de la presente invencién tiene preferiblemente
ADN que codifica una secuencia sefial, y méds preferiblemente
tiene ADN que codifica una secuencia sefial en cada uno de
los extremos 5’ de ADN que codifica la regidédn variable de
la cadena pesada y ADN que codifica la regidén variable de
la cadena ligera. La secuencia seflal es residuos
aminodcidos situados en el extremo N de una proteina, gue
se requieren para gque una proteina secretora o una proteina
de la membrana integral atraviesen la bicapa de lipidos
después de haber sido sintetizadas en el ribosoma. La
secuencia sefial de acuerdo con la presente invenciédn no
estd particularmente limitada, siempre gque la secuencia
tenga esta funcidén. Ejemplos de la secuencia sefal dque
puede estar contenida en el anticuerpo anti-EphA4 o el
fragmento de unién a EphA4 del mismo de la presente
invencién incluyen secuencias sefial derivadas de un ser
humano, un ratdén, una rata, un conejo, un burro, una cabra,

un caballo, un pollo, un gato, una levadura, y similares.
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En aspecto de la secuencia sefial incluye un péptido que
comprende la secuencia de aminodcidos representada por SEQ
ID NO: 10 o la SEQ ID NO: 55 como la secuencia sefial para
la cadena pesada y un péptido que comprende la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 12 o la SEQ ID NO:
58 como la secuencia sefial para la cadena ligera. La
secuencia de aminoadcidos representada por SEQ ID NO: 10, la
secuencia de aminoadcidos representada por SEQ ID NO: 55, 1la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 12 o
la secuencia de aminoadcidos representada por SEQ ID NO: 58
puede tener la sustitucidn, adicidén y/o delecidn de uno o
mas (p. e€j., 2, 3, 4 o 5) aminoacidos, siempre que la
secuencia resultante sea funcionalmente equivalente a la
misma.

El anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidén a
EphA4 del mismo de la presente invencidédn se puede aislar o
purificar de acuerdo con un método generalmente conocido
por los expertos en la técnica. En este contexto, el
término “aislado” o “purificado” significa gque esté
artificialmente aislado o purificado a partir de un estado
natural. Cuando una molécula o composicidén gque se produce
de forma natural se altera o retira de su entorno original,
o ambos, la molécula o la composicidén estd “aislada” o
“purificada”. Ejemplos del método de aislamiento o)
purificacioén incluyen enfoques electroforéticos, de

biologia molecular, inmunoldégicos 'y cromatograficos e

incluyen especificamente, pero no se limitan a
cromatografia de intercambio iénico, cromatografia
hidrofébica, cromatografia  HPLC de fase inversa y

electroforesis de enfoque isoceléctrico.
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En una realizacidén preferida alternativa de 1la
presente invencidén, el anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento
de unidén a EphA4 del mismo tiene las siguientes CDRs:

(a) CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 26 o la SEQ ID NO: 27;

(b) CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 28 o la SEQ ID NO: 29;

(c) CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 30;

(d) CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 31;

(e) CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 32; vy

(f) CDR-L3 gque comprende la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 33.

En una realizacidén de 1la presente invenciédén, el
anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unién a EphA4 del
mismo es un anticuerpo humanizado o un anticuerpo quimérico,
preferiblemente un anticuerpo humanizado.

En una realizacidén preferida alternativa de 1la
presente invencién, el anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento
de unién a EphA4 del mismo tiene las siguientes CDRs:

(a) CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 26;

(b) CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 28;

(c) CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 30;

(d) CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos

representada por SEQ ID NO: 31;
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(e) CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 32; vy

(f) CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 33.

En una realizacidén preferida alternativa de 1la
presente invencidn, el anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento
de unién a EphA4 del mismo tiene las siguientes CDRs:

(a) CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 27;

(b) CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 29;

(c) CDR-H3 gque comprende la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 30;

(d) CDR-L1 gue comprende la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 31;

(e) CDR-L2 que comprende la secuencia de aminodcidos
representada por SEQ ID NO: 32; vy

(f) CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 33.

En una realizacidén preferida alternativa de 1la
presente invencidén, el anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento
de unién a EphA4 del mismo comprende una cadena pesada vy
una cadena ligera, una regidén variable de la cadena pesada
comprende la secuencia de aminodcidos representada por SEQ
ID NO: 11 o una secuencia de aminoadcidos derivada de la
secuencia por la sustitucidn, adicidén y/o delecidn de uno o
més aminodcidos, y una regidén variable de la cadena ligera
comprende la secuencia de aminodcidos representada por SEQ
ID NO: 13 o una secuencia de aminodcidos derivada de la
secuencia por la sustitucién, adicidén y/o delecidn de uno o

méds aminoacidos.
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En una realizacidén preferida alternativa de 1la
presente invencidén, el anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento
de unidén a EphA4 del mismo comprende una cadena pesada y
una cadena ligera, en donde una regidén variable de 1la
cadena ©pesada comprende la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 66, 68, 70, 72, 74 o 76, o una
secuencia de aminoacidos derivada de dicha secuencia por la
sustitucidén, adicidn y/o delecidn de uno o mas aminodcidos,
y una regidédn variable de la cadena ligera comprende la
secuencia de aminoadcidos representada por SEQ ID NO: 78, 80,
82 u 84, o una secuencia de aminodcidos derivada de dicha
secuencia mediante la sustitucidn, adicidén y/o delecidn de
uno o mas aminoacidos.

En este contexto, la expresidén “una o mas”, utilizada
con respecto a la regidén variable de la cadena pesada o la
regién variable de la cadena ligera en el anticuerpo anti-
EphA4 o el fragmento de unién a EphA4 del mismo de la
presente invencidén, no estd limitada, siempre gque conserve
afinidad de unidén por EphA4 e inhiba la unidén entre EphA4d y
efrina. La expresidén “o mas” es 2 a 15, méds preferiblemente
2 a 10, por ejemplo, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3 o 2, o estd dentro
del 10%, por ejemplo, dentro del 9%, dentro del 8%, dentro
del 7%, dentro del 6%, dentro del 5%, dentro del 4%, dentro
del 3%, dentro del 2% o dentro del 1% del nUmero de
aminodcidos en la secuencia de aminoacidos.

En una realizacidén preferida alternativa de 1la
presente invencidn, el anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento
de unidén a EphA4 del mismo comprende una regidn variable de
la cadena pesada y una regidén variable de la cadena ligera,
la regién variable de la cadena pesada comprende la

secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 11, vy
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la regiétn variable de la cadena ligera comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 13.

En una realizacidén preferida alternativa de 1la
presente invencidédn, el anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento
de unidén a EphA4 del mismo comprende una regidédn variable de
la cadena pesada y una regidn variable de la cadena ligera,
en donde dicha regidén variable de la cadena pesada
comprende la secuencia de aminodcidos representada por SEQ
ID NO: 66, 68, 70, 72, 74 o 76, y dicha regidén variable de
la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 78, 80, 82 u 84.

En una realizacidén preferida alternativa de 1la
presente invencidn, el anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento
de unidén a EphA4 del mismo comprende una regidédn variable de
la cadena pesada y una regidn variable de la cadena ligera,
en donde

dicha regidén variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminoAcidos representada por SEQ ID NO: 66, y
dicha regién variable de 1la cadena ligera comprende 1la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 78, o

dicha regidén variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 68, y
dicha regién variable de 1la cadena ligera comprende 1la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 78, o

dicha regidén variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 70, y
dicha regién variable de 1la cadena ligera comprende la
secuencia de aminocacidos representada por SEQ ID NO: 78, o

dicha regidén variable de la cadena pesada comprende la

secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 72, y
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dicha regién wvariable de 1la cadena ligera comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 78, o
dicha regidén variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 74, y
dicha regidén wvariable de 1la cadena ligera comprende la
secuencia de aminoadcidos representada por SEQ ID NO: 78, o
dicha regidén variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 76, vy
dicha regidén wvariable de la cadena ligera comprende la
secuencia de aminoadcidos representada por SEQ ID NO: 78.

En una realizacidén preferida alternativa de 1la
presente invencidn, un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento
de unidén a EphA4 del mismo comprende una regidédn variable de
la cadena pesada y una regidén variable de la cadena ligera,
en donde

dicha regidén variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 66, y
dicha regién wvariable de 1la cadena ligera comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 80, o

dicha regidén variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminoAcidos representada por SEQ ID NO: 68, y
dicha regién wvariable de la cadena ligera comprende la
secuencia de aminoadcidos representada por SEQ ID NO: 80, o

dicha regidén variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 70, y
dicha regién variable de 1la cadena ligera comprende 1la
secuencia de aminocacidos representada por SEQ ID NO: 80, o

dicha regidén variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 72, y
dicha regién wvariable de 1la cadena ligera comprende la

secuencia de aminoadcidos representada por SEQ ID NO: 80, o



10

15

20

25

30

38

dicha regidén variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 74, y
dicha regidén wvariable de 1la cadena ligera comprende la
secuencia de aminoadcidos representada por SEQ ID NO: 80, o

dicha regidén variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 76, y
dicha regidén wvariable de 1la cadena ligera comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 80.

En una realizacidén preferida alternativa de 1la
presente invencidn, un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento
de unidén a EphA4 del mismo comprende una regidédn variable de
la cadena pesada y una regidn variable de la cadena ligera,
en donde

dicha regidén variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 66, y
dicha regién wvariable de 1la cadena ligera comprende 1la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 82, o

dicha regidén variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 68, vy
dicha regién variable de 1la cadena ligera comprende 1la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 82, o

dicha regidén variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminoAcidos representada por SEQ ID NO: 70, y
dicha regién wvariable de 1la cadena ligera comprende 1la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 82, o

dicha regidén variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 72, y
dicha regién variable de 1la cadena ligera comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 82, o

dicha regidén variable de la cadena pesada comprende la

secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 74, y
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dicha regién wvariable de 1la cadena ligera comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 82, o
dicha regidén variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 76, y
dicha regidén wvariable de 1la cadena ligera comprende la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 82.

En una realizacidén preferida alternativa de 1la
presente invencidn, un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento
de unidén a EphA4 del mismo comprende una regidédn variable de
la cadena pesada y una regidn variable de la cadena ligera,
en donde

dicha regidén variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 66, y
dicha regidén wvariable de 1la cadena ligera comprende la
secuencia de aminoadcidos representada por SEQ ID NO: 84, o

dicha regidén variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 68, y
dicha regién variable de 1la cadena ligera comprende 1la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 84, o

dicha regidén variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminoAcidos representada por SEQ ID NO: 70, y
dicha regién wvariable de 1la cadena ligera comprende 1la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 84, o

dicha regidén variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 72, y
dicha regién variable de 1la cadena ligera comprende 1la
secuencia de aminoadcidos representada por SEQ ID NO: 84, o

dicha regidén variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 74, y
dicha regién wvariable de 1la cadena ligera comprende la

secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 84, o
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dicha regidén variable de la cadena pesada comprende la

secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 76, y

dicha regidén wvariable de la cadena ligera comprende la

secuencia de aminoadcidos representada por SEQ ID NO: 84.

En una realizacidén especifica de la presente invenciédn,

un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unidén a EphA4

del mismo tiene una regidn constante de IgGz humana.

Preferiblemente,

dicha regidén constante de IgGz humana

tiene al menos una mutacidén de aminodcidos seleccionada de

Ccl31ls, C219S,

V234A y G237A

(numeracidédn Eu). En una

realizacidén, dicha regidén constante de IgG2 humana tiene

una combinacidén de mutaciones de aminodcidos C131S y C219S.

En una realizacién,

dicha regidén constante de IgG, humana

tiene una combinacidén de mutaciones de aminoacidos V234A vy

G237A. En otra realizacidn,

dicha regidén constante de IgG:

humana tiene todas las mutaciones de aminodcidos de C131S,

C219S, V234A y G237A. En una

realizacidn alternativa

adicional, dicha regién constante de IgG, humana no tiene

un residuo lisina en el extremo C.

En una realizacién preferida de la presente invenciédn,

la regibébn constante de IgGe

humana comprende la secuencia

de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 62.

En una realizacién especifica de la presente invencidn,

un anticuerpo anti-EphA4 o un fragmento de unién a EphA4

del mismo tiene una regidén constante de IgG humana gue

consiste en una combinacién de IgG:i humana e IgGz humana.

Preferiblemente,

en dicha regidén

constante de IgG humana,

CH1 y una regidén bisagra son IgG: humana, y CH2 y CH3 son

IgGz humana. En

una realizacidn,

dicha regidén constante de

IgG humana tiene una mutacidén de aminodcidos V234A o G237A

(numeracidén Eu) .

En otro aspecto,

dicha regidén constante de
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IgG humana tiene mutaciones de aminodcidos V234A y G237A.
En un aspecto alternativo adicional, dicha regidén constante
de IgG humana no tiene un residuo lisina en el extremo C.

En una realizacién preferida de la presente invenciédn,
la regidbn constante de IgG humana, gue consiste en una
combinacién de IgG: humana e IgG: humana, comprende la
secuencia de aminoadcidos representada por SEQ ID NO: 60.

En un aspecto, la presente invencién se refiere a una
composicidén farmacéutica que comprende el anticuerpo anti-
EphA4 o el fragmento de unién a EphA4 del mismo de la
presente invencidn.

La composicidn farmacéutica que comprende el
anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidén a EphA4d del
mismo de la presente invencidén puede comprender, ademas, un
soporte, excipiente vy/o estabilizador farmacéuticamente
aceptable en forma de wuna preparacidédn acuosa o seca.
Ejemplos del soporte, excipiente y/o estabilizador
aceptable incluyen: solucidén salina fisioldgica; soluciones
tampédn de fosfato, citrato u otros A&cidos orgénicos;
antioxidantes, incluyendo &acido ascérbico; polipéptidos de
bajo peso molecular; proteinas (p. ej., albUmina de suero,
gelatina e inmunoglobulinas); polimeros hidrofilicos tales
como polivinilpirrolidona; aminoéacidos; monosacaridos,
disacédridos y otros hidratos de carbono, incluyendo glucosa,
manosa y dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA;
azlUcar—-alcoholes tales como manitol y sorbitol; contraiones
formadores de sales tales como sodio; y tensioactivos no
iénicos tales como TWEEN (marca registrada), PLURONICS
(marca registrada) y PEG.

La composicidén farmacéutica que comprende el

anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unién a EphA4 del
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mismo de la presente invencidén puede estar encerrada, por
ejemplo, en una microcépsula, un sistema de suministro de
farmaco coloidal (p. ej., un liposoma, una microesfera de
albtmina, una microemulsién, una nanoparticula o una
nanocapsula) o una microemulsién. Cuando se desea la
administracién de liberacidén retardada del anticuerpo para
una preparacidén que tenga propiedades de liberacidn
adecuadas para cualquier enfermedad que necesite 1la
administracién del anticuerpo, el anticuerpo puede estar
destinado a ser microencapsulado. Ejemplos de la matriz de
liberacidén retardada incluyen poliéster, hidrogeles (p. ej.
poli(2-hidroxietil-metacrilato) y poli(alcohol wvinilico)),
acidos poliléacticos, copolimeros de acido L-glutamico y vy-
etil-L-glutamato, etileno-acetato de wvinilo no degradable,
copolimeros de A&cido lactico-acido glicélico degradables
(microesferas para inyeccidédn constituidas por un copolimero
de A4&cido léactico-acido glicdélico y acetato de leuprolida)
tal como LUPRON DEPOT (marca registrada) y éacido poli-D- (-
) -3-hidroxibutirico.

En un aspecto, el anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento
de unién a EphA4 del mismo puede inhibir la unién entre
EphA4d y su ligando. Por 1lo tanto, la composicién
farmacéutica que comprende el anticuerpo anti-EphA4 o el
fragmento de unién a EphA4 del mismo de la presente
invencién puede ser Util en el tratamiento de la ELA.
Especificamente, un aspecto alternativo de la presente
invencién abarca un método para tratar la ELA, gue
comprende la etapa de administrar una cantidad terapéutica
eficaz del anticuerpo anti-EphA4 o del fragmento de unidn a
EphA4 del mismo de la presente invenciédn a un sujeto. Un

aspecto alternativo de la presente invencidn abarca el uso
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del anticuerpo anti-EphA4 o del fragmento de unidén a EphA4
del mismo de la presente invencidén para producir un farmaco
terapéutico para la ELA. Un aspecto alternativo de 1la
presente invencidén abarca el uso del anticuerpo anti-EphA4
o del fragmento de unidén a EphA4 del mismo para uso en un
método para tratar la ELA.

El anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidén a
EphA4 del mismo de la presente invencidén se puede utilizar
solo o en combinacién con un farmaco o composicién
adicional en el método de tratamiento. Por ejemplo, el
anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unidén a EphA4 del
mismo de la presente invencidén se puede administrar al
mismo tiempo o en momentos diferentes con un farmaco
adicional. Una terapia de combinacidén de este tipo incluye
la administracidén combinada (dos o més féarmacos estén
contenidos en la misma preparacidédn o en preparaciones
separadas) y la administracién separada (p. ej.,
concurrente o continua). En el caso de administrar por
separado dos o mas farmacos, el anticuerpo anti-EphA4 o el
fragmento de unién a EphA4 del mismo de la presente
invencién se puede administrar antes o después del método
de tratamiento concomitante.

El sujeto a administrar la composicidédn farmacéutica
que comprende el anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de
unién a EphA4 del mismo de la presente invencidén no esta
limitado, vy la composicién farmacéutica de 1la presente
invencidén se puede wutilizar, por ejemplo, para un ser
humano o un mamifero no humano (un mono, un ratdn, una rata,
un conejo, ganado vacuno, un caballo, una cabra, etc.).

El método para administrar al sujeto la composiciédn

farmacéutica que comprende el anticuerpo anti-EphA4 o el
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fragmento de unién a EphA4 del mismo de la presente
invencién (via de administracidn, dosis, numero de dosis al
dia, programa de administracidén, etc.) no estd limitado vy
se puede determinar apropiadamente por parte de 1los
expertos en la técnica (p. ej., un médico) de acuerdo con
el estado de salud del sujeto, la gravedad de la enfermedad,
el tipo de farmaco a utilizar en combinacién con ello, etc.

Los expertos en la técnica deben entender que 1la
presente invencidédn puede llevarse a cabo por uno cualquiera
0 una combinacidén apropiada de dos o mas de todos 1los
aspectos descritos en la presente memoria descriptiva, a
menos gue surja una contradiccidén técnica. Ademéds, los
expertos en la técnica deben entender que la presente
invencidén puede llevarse a cabo preferiblemente por una
combinacidén apropiada de todos los aspectos preferibles o
ventajosos descritos en la presente memoria descriptiva, a
menos que surja una contradiccidén técnica.

Las bibliografia citadas en la presente memoria
descriptiva deben interpretarse como claramente
incorporadas en esta memoria como referencia en su
totalidad. Los expertos en la técnica pueden entender
contenidos relacionados descritos en esta bibliografia por
referencia como una parte de la presente memoria
descriptiva sin apartarse del espiritu y alcance de 1la
presente invencién de acuerdo con el contexto de la
presente memoria descriptiva.

La bibliografia <citada en la presente memoria
descriptiva se proporciona meramente con el fin de
describir técnicas relacionadas antes de la fecha de
presentacién de la presente solicitud. Debe entenderse que

los autores de la presente invencidén admiten no tener



10

15

20

25

30

45

derecho que preceda a dicha divulgacién debido a
invenciones anteriores o cualesquiera otras razones. Todas
las declaraciones de esta bibliografia se Dbasan en
informacidén que ha estado a disposicidén de la presente
solicitante, y no existe reconocimiento de gque el contenido
de estas declaraciones sea exacto.

Los términos en la presente memoria descriptiva se
utilizan para ilustrar realizaciones particulares y no
pretenden limitar la invencién.

El término “comprenden”, utilizado en la presente
memoria descriptiva, significa que estadn presentes 1los
elementos descritos (miembros, etapas, factores, numeros,
etc.) y que no se excluye de la misma la presencia de los
otros elementos (miembros, etapas, factores, numeros, etc.),
a menos que el contexto requiera evidentemente una
interpretacién diferente. La expresidén “consiste en” abarca
aspectos descritos por las expresiones “consiste en” y/o
“consiste esencialmente en”.

La expresidén “actividad neutralizante”, wutilizada en
la presente memoria descriptiva, significa la actividad de
inhibir la unidén entre EphA4 y su ligando y/o la actividad
de inhibir la transduccidén de sefiales o el cambio de 1la
respuesta o funcional de la expresidén molecular de células,
inducido por la unidén entre EphA4 y su ligando en el cuerpo
vivo de un ser humano.

Todos los términos (incluyendo términos técnicos vy
términos cientificos) utilizados en esta memoria tienen los
mismos significados que los que se entienden en un sentido
amplio por los expertos en la técnica a la que pertenece la
presente invencién, a menos que se defina de otro modo. Los

términos utilizados en esta memoria deben interpretarse
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como que tienen significados consistentes con los
significados en la presente memoria descriptiva y campos
técnicos relacionados, y no deben interpretarse en un
sentido idealizado o excesivamente formal, a menos que se
defina de otro modo.

Términos tales como “primero” o “segundo” se utilizan
para expresar diversos factores. Sin embargo, se entiende
que estos factores no estan limitados por estos términos
por si mismos. Estos términos se utilizan meramente para
diferenciar un factor de los otros factores. Por ejemplo,
el primer factor se puede describir como el segundo factor,
y Vviceversa, sin apartarse del alcance de la presente
invencién.

En la presente memoria descriptiva debe entenderse que
los valores numéricos utilizados para indicar contenidos de
componentes, intervalos numéricos, etc., estan modificados

con el término “aproximadamente”, a menos que se
especifique de otro modo. Por ejemplo, "4°C" se interpreta

como que significa “aproximadamente 4°C", a menos dque se
especifique de otro modo. Naturalmente, los expertos en la
técnica pueden entender la medida del mismo racionalmente
de acuerdo con el sentido comin técnico y el contexto de 1la
presente memoria descriptiva.

Debe entenderse que cada uno de los aspectos indicados
en una forma en singular utilizados en la presente memoria
descriptiva y reivindicaciones puede estar en una forma en
plural, vy viceversa, a menos que el contexto requiera
evidentemente una interpretacidédn diferente y a menos que
surja una contradiccidén técnica.

En lo que sigue en esta memoria, la presente invencidn

se describird con mayor detalle con referencia los Ejemplos.
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Sin embargo, la presente invencién puede ser materializada
mediante diversos aspectos y no se pretende dque esté
limitada por Ejemplos descritos en esta memoria. Los
expertos en la técnica en el campo relacionado pueden
implementar la  presente invencidén mediante diversas
modificaciones, adiciones, deleciones, sustituciones, etc.,
sin alterar el espiritu o alcance de la presente invencidn.
Ejemplos

Ejemplo 1: Preparacidén de anticuerpo monoclonal EphA4

anti-ratdn

Preparacibén de anticuerpo monoclonal EphA4 de ratédn

anti-ratdn

Con el fin de preparar un anticuerpo monoclonal gque se
une a EphA4 de ratdédn (N° Acceso GenBank NP 031962.2, SEQ ID
NO: 1), una proteina de una regidn extracelular de EphA4 de
ratédn (posiciones 20 a 547) (SEQ ID NO: 2) condensada con
fosfatasa alcalina secretada (SEAP) y etiqueta de histidina
(a la qgque se alude en los que sigue en esta memoria
“proteina de la regidn extracelular de EphA4 de ratdén-SEAP-
His”, SEQ ID NO: 43) se prepardé mediante las siguientes
etapas.

Primero, una secuencia de ADN que codifica 1la
secuencia sefial (SEQ ID NO: 42) y la regidén extracelular
(SEQ ID NO: 2) de EphA4 de ratdén se amplificd mediante RT-
PCR utilizando ARN total derivado de cerebro de ratdédn y se
clon6 en el sitio Sall/NotI de un vector pENTRIA
(Invitrogen/Life Technologies) que tiene una secuencia de
ADN que codifica SEAP vy la etiqueta de histidina. A
continuacidén, la secuencia de ADN que codifica la secuencia
sefial y la regidén extracelular de EphA4, SEAP y etiqueta de

histidina se transfirié a un vector pcDNA3.1 rfcB a través
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de reaccién LR utilizando el Sistema Gateway
(Invitrogen/Life Technologies) para construir un vector de
expresidén pcDNA3.l-regidn extracelular de EphA4 de ratdn-
SEAP-His. Células HEK293EBNA (Invitrogen/Life Technologies)
fueron transfectadas con el vector de expresidén pcDNA3.1-
regidén extracelular de EphA4 de ratdédn-SEAP-His construido

utilizando TransIT-LT1 (TAKARA). Después de incubacidn (5%

de COz, 37°C) durante 6 dias, se recuperd el sobrenadante
del cultivo. A partir del sobrenadante del <cultivo
recuperado, la proteina regidn extracelular de EphA4 de
ratdén-SEAP-His (SEQ ID NO: 43) se purificd utilizando 1la
columna Protino (MACHEREY-NAGEL) .

20 pg de la proteina de la regidén extracelular de
EphA4 de ratdé]n-SEAP-His se mezclaron con la misma cantidad
de adyuvante TiterMax Gold (TiterMax USA) o adyuvante GERBU
(GERBU Biotechnik), vy la mezcla se inyectd por via
subcutdnea en la almohadilla plantar de un ratdén Balb/c.
Después, los dias 3, 7 y 10, 1la proteina de la regidn
extracelular de EphA4 de ratdédn-SEAP-His se administrd de 1la
misma manera que arriba. En esta operacidén, el adyuvante
TiterMax Gold (TiterMax USA) se utilizd sélo para el dia 10
y el adyuvante GERBU (GERBU Biotechnik) se utilizdé para los
dias 3, 7 y 10. El1 dia 13 se sacrificé al ratdén vy se
recuperd el ndédulo linfadtico periférico para preparar
células del ndébdulo linfatico. Las células del nédulo
linfadtico preparadas y las células mieloma P3Ul (amablemente
proporcionadas por la Universidad de Kyoto) se condensaron
a una relacidén de 5:1 en presencia de GenomONE-CF (Ishihara
Sangyo Kaisha). Las células condensadas se cultivaron en

una placa de pléstico de 96 pocillos. Después de incubacidn
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durante 7

sobrenadante del cultivo.
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secuencia sefial y la regidén extracelular de EphA4 de ratédn,
rata y humana, Fc y etiqueta de histidina se transfiridé a
un vector pcDNA3.1 rfcB a través de reaccidén LR utilizando
el Sistema Gateway (Invitrogen/Life Technologies) para
construir un vector de expresidn pcDNA3.1l-regibn
extracelular de EphA4 de ratdn, rata o humana-Fc-His.
Células HEK293EBNA (Invitrogen/Life Technologies) fueron
transfectadas con cada uno de los vectores de expresidn

utilizando TransIT-LT1 (TAKARA). Después de incubacidn (5%

de CO2, 37°C) durante 6 dias, se recuperd cada uno de los
sobrenadantes del cultivo.

ELISA utilizando la proteina regidédn extracelular de
EphA4 de ratdn, rata o humana-Fc-His se realizd de acuerdo
con las siguientes etapas. Cada uno de los pocillos de una
placa de 96 pocillos (Nunc) se recubridé con un anticuerpo

IgG anti-humano (Jackson ImmunoResearch Laboratories).
Después de la incubacidén durante la noche a 4°C, cada uno

de los pocillos se bloqued con 1 x de BlockAce (Sumitomo
Dainippon Pharma) a la temperatura ambiente durante 1 hora.
Después de lavar con Tween 20/PBS al 0.02% (Nacalai Tesque)
durante tres veces, se afiadié la proteina de la regidn
extracelular de EphA4 de ratdn, rata o humana-Fc-His
(concentracién final: 1 nM) a cada uno de los pocillos y se
incub6é a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de
lavar tres veces, se afladidé a cada uno de los pocillos el
sobrenadante del cultivo de las células condensadas.
Después de incubacidén a temperatura ambiente durante 1 hora
y del subsiguiente lavado durante tres veces, se afiadidé a
ello un anticuerpo IgG anti-ratdn marcado con peroxidasa de

rabano picante (Jackson ImmunoResearch Laboratories) y se
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incubdé a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de
lavar tres veces, se afadidé una disolucidén de TMBZ
(3,3',5,5"'-tetrametilbencidina, Sigma-Aldrich) a cada uno
de los pocillos y se incubd a temperatura ambiente durante
5 a 20 minutos. A cada uno de los pocillos se afiadidé una
cantidad igual de una disolucidén de parada de la reaccidn
(H2SO4, 2N Wako Pure Chemical Industries). La absorbancia a
450 nm se leyd utilizando un lector de microplacas
(PerkinElmer) .

La actividad inhibidora contra la unidén entre EphA4 de
ratén y Efrina Al de ratdén se evalud de acuerdo con las
siguientes etapas. Cada uno de los pocillos de una placa de
96 pocillos (Nunc) se recubridé con un anticuerpo anti-

fosfatasa alcalina (Seradyn). Después de la incubacidn
durante la noche a 4°C, cada uno de los pocillos se bloqued

con 1 x de BlockAce (Sumitomo Dainippon Pharma) a la
temperatura ambiente durante 1 hora. Después de lavar con
Tween 20/PBS al 0.02% (Nacalai Tesque) durante tres veces,
se afadidé la proteina de la regidn extracelular de EphA4d de
ratén-SEAP-His (concentracién final: 10 nM) a cada uno de
los pocillos y se incubd a temperatura ambiente durante 1
hora. Después de lavar durante tres veces, se afiadieron a
cada uno de 1los pocillos qguimera de Efrina Al-Fc (R&D
Systems, concentracién final: 20 nM() y sobrenadante del
cultivo de las células condensadas. Después de incubacidén a
temperatura ambiente durante 1 hora vy del subsiguiente
lavado durante tres veces, se afiadié a ello un anticuerpo
IgG anti-humana marcado con peroxidasa de rabano picante
(Jackson ImmunoResearch Laboratories) y se incubd a
temperatura ambiente durante 1 hora. Después de lavar tres

veces, se ahadidé una disolucién de TMBZ (3,3',5,5"-
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tetrametilbencidina, Sigma-Aldrich) a cada wuno de 1los
pocillos y se incubdé a temperatura ambiente durante 5 a 20
minutos. A cada uno de los pocillos se afiadidé una cantidad
igual de una disolucidén de parada de la reaccidn (H2S504, 2N
Wako Pure Chemical Industries). La absorbancia a 450 nm se
leyd utilizando un lector de microplacas (PerkinElmer).

Del pocillo recogido a través de estas etapas se clonbd
un hibridoma mediante el método de dilucién limitante.
Finalmente, se obtuvo un clon de hibridoma que expresa un
anticuerpo anti-EphA4 de ratdédn gque tiene actividad de
reaccién contra EphA4 de ratdn, rata y humana y que tiene
actividad inhibidora contra la unidén entre EphA4 de ratdn y
Efrina Al de ratédn.

El <clon de hibridoma obtenido se cultivdé vy el
anticuerpo anti-EphA4 (anticuerpo A) se purificd a partir
del sobrenadante del cultivo wutilizando proteina A (GE
Healthcare). El1 isotipo del anticuerpo A se determind
utilizando wun kit que isotipa anticuerpos monoclonales
(Serotec) y era IgGl para la cadena pesada y K para la
cadena ligera.

Andlisis de la secuencia del anticuerpo A

Secuencias de ADN que codifican las secuencias sefial
de la cadena pesada y la cadena ligera y regiones variables
de anticuerpo A se amplificaron mediante 5'-RACE (5'-
amplificacién rapida de extremos de ADNc). E1 ARN total se
prepard a partir del hibridoma utilizando TRIZOL
(Invitrogen/Life Technologies) y se tratdé con ADNasa
(Qiagen N.V., set de ADNasa libre de ARNasa) . ADNc de doble
cadena se prepard a partir del ARN total, utilizando un kit
de sintesis de ADNc (TAKARA). 5’ adaptador obtenido por la

reasociacién de oligo ADN ad29S (ACATCACTCCGT) (SEQ ID NO:
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5) % oligo ADN ad29AS
(ACGGAGTGATGTCCGTCGACGTATCTCTGCGTTGATACTTCAGCGTAGCT) (SEQ
ID NO: 6) se afiadidé al ADNc. El1 ADNc obtenido se amplificd
utilizando cebador directo 57 (cebador 5'-PCR4,
AGCTACGCTGAAGTATCAACGCAGAG) (SEQ ID NO: 7) y el cebador 37
inverso (GCCAGTGGATAGACTGATGG (SEQ ID NO: 8) se utilizd
para la amplificacidédn del gen de la cadena pesada de IgG de

ratén y GATGGATACAGTTGGTGCAGC (SEQ ID NO: 9) se utilizd

para la amplificacidédn del gen de la cadena ligera de Igk de
ratdén) . E1 ADNc amplificado se insertd en un vector pCR2.1
(Invitrogen/Life Technologies). La secuencia del gen del
anticuerpo A se analizd utilizando ABI3130XL. En cuanto a
la secuencia de aminodcidos codificada por la secuencia del
gen de anticuerpo A identificado mediante este analisis, la
secuencia sefial de la cadena pesada se muestra en SEQ ID NO:
10; la regién variable de la cadena pesada se muestra en
SEQ ID NO: 11; la secuencia sefial de la cadena ligera se
muestra en SEQ ID NO: 12; vy la regidén variable de la cadena
ligera se muestra en SEQ ID NO: 13. En cuanto a la
secuencia de nucledétidos que codifica la secuencia del gen
de anticuerpo A, la secuencia seflal de la cadena pesada se
muestra en SEQ ID NO: 14, la regidén variable de la cadena
pesada se muestra en SEQ ID NO: 15; la secuencia sefilal de
la cadena ligera se muestra en SEQ ID NO: 16; y la regidén
variable de la cadena ligera se muestra en SEQ ID NO: 17.
Las secuencias de longitud completa de 1la cadena
pesada y la cadena ligera de anticuerpo A se obtuvieron
mediante las siguientes etapas. E1 ARN total se prepard a
partir del hibridoma wutilizando TRIZOL (Invitrogen/Life
Technologies) y se tratdé con ADNasa (Qiagen N.V., set de

ADNasa libre de ARNasa). ADNc se prepard a partir del ARN
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total utilizando el kit de sintesis de ADNc (TAKARA). E1
ADNc obtenido se utilizé como un molde en 1la PCR para
amplificar las secuencias de genes que codifican la cadena
pesada y la cadena ligera del anticuerpo A utilizando
cebador directo 57

(GCGAAGCTTGCCGCCACCATGGCTTGGGTGTGGACCTTGC (SEQ ID NO: 18)

se utilizdé para la amplificacidédn del gen de la cadena
pesada y GCGAAGCTTGCCGCCACCATGAGTGTGCCCACTCAGGTCC (SEQ ID NO:
19) se utilizd para la amplificacidén del gen de la cadena
ligera y cebador inverso 37

(GCGGAATTCATCATTTACCAGGAGAGTGGGAGAGGC (SEQ ID NO: 20) se
utilizd para la amplificacidén del gen de la cadena pesada y
CGCGAATTCACTAACACTCATTCCTGTTGAAGCTCTTGAC (SEQ ID NO: 21) se
utilizd para la amplificacidén del gen de la cadena ligera).

Los productos de la amplificacidén se clonaron en vectores
pEE6.4 yv pEEl12.4 (Lonza), respectivamente. Estas secuencias
de genes se analizaron utilizando ABI3130XL. En cuanto a la
secuencia de aminodcidos codificada por la secuencia del
gen de anticuerpo A identificado mediante este andlisis, 1la
regién constante de la cadena pesada se muestra en SEQ ID
NO: 22, vy la regidén constante de la cadena 1ligera se
muestra en SEQ ID NO: 23. En cuanto a la secuencia de
nucledétidos que codifica la secuencia del gen de anticuerpo
A, la regidén constante de la cadena pesada se muestra en
SEQ ID NO: 24, y la regidédn constante de la cadena ligera se
muestra en SEQ ID NO: 25.

Las CDRs de anticuerpo A se determinaron numerando la
secuencia de aminodcidos de anticuerpo A utilizando el
software Abysis (UCL) de acuerdo <con el sistema de
numeracidén Kabat e identificando las CDRs de acuerdo con la

definicidén de Kabat o el método de definicidén AbM sobre la
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base de los numeros. Las secuencias de aminodcidos de 1la
CDR y las secuencias de nucledétidos de anticuerpo A se

muestran en las Tablas 1 y 2, respectivamente.
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[Tabla 1]

Tabla 1 Secuencias de aminoacidos de CDRs de anticuerpo A

| Nombre

Secuencia

| CDR 1 cadena pesada
il{deﬁnicidn Kabat)

pyswl (SEQ ID NO: 26)

| CDR 1 cadena pesada
| (definicion AbM)

GYTFTDYSWI (SEQ ID NO: 273

CDR 2 cadena pesada
| (definicidn Kabat)

E

WINTETGEPTYADDFKG (SEQ) ID NO: 28)

| CDR 2 cadena pesada
(definicidn AbM)

WINTETGEPT (SEQ ID MNO: 29)

: CDR 3 cadena pesada

[PLYYYGSRYSYFDY (SEQ ID NO: 307

iCDFH cadena ligera

RASENIYRNLA (SEQ ID NO: 31)

| CDR 2 cadena ligera

AMINLAD (SEQ ID NO: 32)

! CDR 3 cadena ligera

[Tabla 2]

QUFRGTPAT (SEQ ID NGO 33)
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Tabla 2 Secuencias de acidos nucleicos de CORs de anticuerpo &

' Nombre Secuencia

CDR1 cadena pesada

(definicién Kabat) GACTATTCAATGCAC (SEQ ID MO 34)

CDR1 cadena pesada

(definicion Abl) GGTTATACCTTCACAGACTATTCAATGCAC (SEQ) ID NO: 35)
CDR2 cadena pesada TGGATAAACACTGAGACTGOTGAGCCAACATATGCAGATGACT TCAAGGGA
(definicion Kabat) (SEQ ID MO: 36)

CDRZ cadena pesada

(definicion AbM) TGEATAAACACTGAGACTGGTGAGCCAACA (SEQ ID NO: 37)

ATTCCCCTCTATTACTACGGTAGTAGGTACTGGTACTTCGATGTC

CDR3 cad d
cadena pesada (SEQ 1D NO: 38)

CDR1 cadena ligera COAGCAAGTGAGAATATTTACAGAAATTTAGCA (SEQ ID NO: 39)
CDR2 cadena ligera GUTGUAACAAACTTAGCAGAT (SEQ ID NC: 40)
CDR3 cadena ligera CAACATTTTTGGGGTACTCCGTGGACG (SEQ ID NO: 41)

Ejemplo 2: Afinidad de unién de anticuerpo monoclonal

anti-EphA4 para EphA4 de ratdédn y humana

La afinidad de unién de anticuerpo A obtenida en el
Ejemplo 1 para EphA4 de ratén y humana se determind
mediante resonancia plasmdédnica de superficie (SPR)
utilizando Biacore Al100 (GE Healthcare). Primero, un
anticuerpo IgGi anti-ratén de rata, producido con un
procedimiento convencional al inmunizar ratas con un
anticuerpo IgG: de ratdn se inmovilizd en el chip sensor de
CM5. La inmovilizacidén del anticuerpo IgGl anti-ratdn de
rata en el chip sensor de CM5 se realizd mediante el método
de acoplamiento de aminas utilizando N-hidroxisuccinimida
(NHS) e hidrocloruro de N-etil-N'-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) . Se utilizod
etanolamina para el blogueo (el chip sensor y los reactivos
para la inmovilizacién se fabricaron todos por GE

Healthcare). El1 anticuerpo se diluybé con una solucidn
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tampdén para la inmovilizacidén (acetato de sodio 10 mM, pH

4.5) en 1 a 2 ug/mL y se inmovilizdé en el chip sensor de
acuerdo con el protocolo unido a Biacore A100. Anticuerpo A
se diluydé con una solucidén de tampdn de desarrollo HBS-EP
(GE Healthcare, BR-1001-88), se inyectd en una celda de
flujo durante 120 segundos y se capturd (cantidad del
anticuerpo capturado: aproximadamente 70 a 100 RU).
Subsiguientemente, regidén extracelular de EphA4 de ratdn o
humana-SEAP-His diluida en serie en el intervalo de 50, 25,
12.5, 6.3, 3.1, 1.6, 0.8 y 0 nM utilizando HBS-EP se afiadid
al chip sensor durante 120 segundos. Curvas de la reaccidn
de unidén se observaron secuencialmente en el momento de la
adicién (fase de asociacidn, durante 120 s) y después de la
complecidédn de la adicidén (fase de disociacidn, durante 900
s) . Después de la complecién de cada una de las
observaciones, el <chip sensor se regenerd mediante 1la
adicidén de MgClz, 3 M (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.)
(durante 30 s). Las curvas de la reaccidén de unidn
obtenidas se sometieron a un andlisis de ajuste con modelos
de unidén 1:1 wutilizando la evaluacién del software BIA
unido al sistema para calcular la afinidad de unidén (KD =
kd / ka) para EphA4 de ratdén y humana.

La afinidad de unién (KD) de anticuerpo A para EphA4

de ratédn y humana era 7.29 x 10710 M y 6.61 x 10710 M,
respectivamente (FIG. 1). Otros pardmetros de unidédn para
EphA4 de ratdédn vy humana eran casi equivalentes. Por
consiguiente, se considera que el anticuerpo A tiene una
afinidad de unidén equivalente para EphA4 de ratdn y humana.

Ejemplo 3: Actividad inhibidora de la unién EphA4 de

ratén-ligando de ratdén de anticuerpo monoclonal anti-EphA4
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Anticuerpo A obtenido en el Ejemplo 1 se evalud en
cuanto a actividad inhibidora contra la unién entre EphA4
de ratén vy su ligando de ratdn de acuerdo con las
siguientes etapas. Cada uno de los pocillos de una placa de
96 pocillos (Nunc) se recubridé con un anticuerpo anti-

fosfatasa alcalina (Thermo Fisher Scientific). Después de

la 1incubacidén durante la noche a 4°C, cada uno de los
pocillos se Dbloqued con 1% de BlockAce (DS Pharma
Biomedical) a la temperatura ambiente durante 1 hora.

Después de lavar con Tween 20/PBS al 0.05% (Thermo Fisher
Scientific) durante tres veces, se afiadié la proteina de la
regidén extracelular de EphA4 de ratdén-SEAP-His obtenida por
el método del Ejemplo 1 (concentraciédn final: 10 nM) a cada
uno de los pocillos y se incubd a temperatura ambiente
durante 1 hora. Después de lavar durante tres veces, se
afladieron a cada uno de los pocillos ligandos y anticuerpo
A diluido en serie (0, 0.001, 0.003, 0.01, 0.03, 0.1, 0.3,

1,3, 10, 30, 100, 300 y 1000 nM) o un inhibidor de EphA4

conocido péptido KYL (KYLPYWPVLSSL, 0, 0.003, 0.01, 0.03,

0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30 y 100 uM, su sintesis se externalizd
a Hokkaido System Science) o compuesto 1 (0, 0.03, 0.1, 0.3,
1,3, 10, 30, 100, 300 y 1000 M, Férmula 1, Matrix
Scientific). Los ligandos utilizados eran quimera de Efrina
Al-Fc de ratén (R&D Systems, concentracidén final: 20 nM) y
quimera de Efrina B2-Fc de ratédn (R&D Systems,

concentracién final: 0.6 nM). Después de incubacidn a
temperatura ambiente durante 1 hora vy del subsiguiente
lavado durante tres veces, se afiadié a ello un anticuerpo
IgG anti-humana marcado con peroxidasa de rabano picante
(Jackson ImmunoResearch Laboratories) y se incubd a

temperatura ambiente durante 1 hora. Después de lavar tres
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veces, se ahadidé una disolucidén de TMBZ (3,3',5,5"'-
tetrametilbencidina, Sigma-Aldrich) a cada wuno de 1los
pocillos y se 1incubd a temperatura ambiente durante 2
minutos. A cada uno de los pocillos se afiadidé una cantidad

igual de una disolucidén de parada de la reaccidn (H2S04, 1IN

Wako Pure Chemical Industries). La absorbancia a 450 nm se
leydé utilizando un lector de microplacas (Molecular
Devices) .

Formula 1

[Férmula 1]

O, _OH

Anticuerpo A suprimié la unidén entre EphA4 de ratdn y
su ligando de ratén de una manera dependiente de la
concentracién, con valores ClIspo de aproximadamente 1.2 vy
1.2 nM para la unién a Efrina Al y Efrina B2 de ratédn,

respectivamente. Los valores CIsp del inhibidor de EphA4

péptido KYL existente eran de aproximadamente 1.3 y 1.3 uM
para la wunién a Efrina Al y Efrina B2 de ratédn,
respectivamente (FIG. 2) . El Compuesto 1 tenia una
actividad mas débil y no se encontrd dependencia de la
concentracién alguna. Por consiguiente, se encontrd que
anticuerpo A inhibe la unidén entre EphA4 de ratdén y ligando
de ratdn, siendo la actividad 1,000 o més veces mas intensa

que la del inhibidor de EphA4d péptido KYL existente.
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Ejemplo 4: Actividad inhibidora de 1la unién EphA4

humana-ligando humano de anticuerpo monoclonal anti-EphA4

Anticuerpo A obtenido en el Ejemplo 1 se evalud en
cuanto a su actividad inhibidora contra la unidén entre
EphA4 humana vy su ligando humano de acuerdo con las
siguientes etapas. Cada uno de los pocillos de una placa de
96 pocillos (Nunc) se recubridé con un anticuerpo anti-

fosfatasa alcalina (Thermo Fisher Scientific). Después de

la incubacién durante la noche a 4°C, cada uno de 1los
pocillos se Dbloqued con 1% de BlockAce (DS Pharma
Biomedical) a la temperatura ambiente durante 1 hora.
Después de lavar con Tween 20/PBS al 0.05% (Thermo Fisher
Scientific) durante tres veces, se afiadié la proteina de la
regidén extracelular de EphA4 humana-SEAP-His obtenida por
el método del Ejemplo 1 (concentracién final: 10 nM) a cada
uno de los pocillos y se incubd a temperatura ambiente
durante 1 hora. Después de lavar durante tres veces, se
afladieron a cada uno de los pocillos ligandos y anticuerpo
A diluido en serie (0, 0.003, 0.01, 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3,
10, 30, 100, 300, 1000 y 3000 nM) o un inhibidor de EphA4
péptido KYL (KYLPYWPVLSSL, O, 0.003, 0.01, 0.03, 0.1, 0.3,
i, 3, 10, 30, 100, 300, 1000 y 3000 uM, su sintesis se
externalizé a Toray Research Center). Los ligandos
utilizados eran quimera de Efrina A5-Fc humana biotinilada
(R&D Systems, concentracién final: 0.7 nM) y gquimera de
Efrina B3-Fc humana biotinilada (R&D Systems, concentracidn
final: 2.3 nM). Después de incubacidén a temperatura
ambiente durante 1 hora y del subsiguiente lavado durante
tres veces, se afiadié a ello estreptavidina marcada con
peroxidasa de rédbano picante (GE Healthcare) y se incubd a

temperatura ambiente durante 1 hora. Después de lavar tres
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veces, se ahadidé una disolucidén de TMBZ (3,3',5,5"'-
tetrametilbencidina, Sigma-Aldrich) a cada wuno de 1los
pocillos y se 1incubd a temperatura ambiente durante 2
minutos. A cada uno de los pocillos se afiadidé una cantidad
igual de una disolucidén de parada de la reaccidédn (H2S04, 1 N
Wako Pure Chemical Industries). La absorbancia a 450 nm se
leyd utilizando un lector de microplacas (Molecular Devices
o PerkinElmer) .

Anticuerpo A suprimid la unidén entre EphA4 humana y su
ligando humano de una manera dependiente de la
concentracidén, con valores CIsg de aproximadamente 2.7 vy
1.9 nM para la unidén a Efrina A5 y Efrina B3 humana,
respectivamente. Los valores CIspo del inhibidor de EphA4
péptido KYL eran de aproximadamente 6.1 y 1.6 pM para la
unién a Efrina A5 y Efrina B3 humana, respectivamente (FIG.
3). Por consiguiente, se encontrdé que anticuerpo A inhibe
intensamente la unién entre EphA4 humana vy su ligando
humano.

Ejemplo 5: Afinidad de unién de fragmento de unidén a

EphA4 para EphA4 de ratd/n y humana

Primero se prepararon como fragmentos de unidén a EphA4
un fragmento Fab y un fragmento F(ab'): de anticuerpo A (al
que se alude a continuacidén en esta memoria como anticuerpo
A-Fab y anticuerpo A-F(ab')2, respectivamente).

La preparacidén de anticuerpo A-Fab se realizdé de
acuerdo con las siguientes etapas. En un tubo de 1.5 mL
(Eppendorf) se mezclaron anticuerpo A (4.36 mg/mL, 1 mL),
L-cisteina 10 mM (Wako Pure Chemical Industries), EDTA 1 mM
(Gibco) vy 2.18 png/mL de papaina (Sigma-Aldrich) vy se

incubaron a 37°C durante 12 horas. Se afiadidé yodoacetamida
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(Wako Pure Chemical Industries) a una concentracidédn final
de 50 mM al tubo después de la incubacidén. Después de
terminada la reaccidén, la solucidn de anticuerpo se dializd
frente a PBS (Sigma-Aldrich). A la solucidén de anticuerpo
se afiadidé una cantidad igual de Tris (Sigma-Aldrich)-HC1
0.1 M/NaCl 5 M (pH 8.0, Wako Pure Chemical Industries),

seguido de purificacidén utilizando resina rProtein A FF. Un

tubo de 2 mL se llené con 800 pL de rProtein A FF, que
luego se equilibrdé mediante la adicidén de 3.5. C.V. cada
uno de agua ultra-pura y un tampdn de unidn (Tris (Sigma-
Aldrich)-HC1 0.1 M/NaCl 3 M (pH 8.0, Wako Pure Chemical
Industries)) en este orden. La solucidén de anticuerpo
complementada con una cantidad igual de (Tris (Sigma-
Aldrich)-HCl 0.1 M/NaCl 5 M (Wako Pure Chemical Industries)
(pH 8.0) se inyectd a la columna. Se recuperd una solucidn
eluida de la columna (fraccidén no retenida) y se afiadid de
nuevo a la columna. Esta operacidén se repitid tres veces.
Después se recuperd la fraccidn no retenida de la operacidn
final. El1 lavado se repitié dos veces mediante la adicién
de 2.5 mL de un tampdén de unidn. Las fracciones no retenida
y de lavado se dializaron frente a PBS para obtener
anticuerpo A-Fab.

La preparacién de anticuerpo A-F(ab'): se realizdé de
acuerdo con las siguientes etapas. Anticuerpo A se dializéd
frente a tampdén acetato 0.2 M (pH 4.0, Wako Pure Chemical
Industries) durante la noche a 4°C. La solucién dializada
se recuperd y filtrd a través de un filtro de 0.22-um
(Merck Millipore), % luego se cuantifico, y la
concentracidén de anticuerpo se ajustd a 4.0 mg/mL. Pepsina

(Sigma-Aldrich) se llevd de nuevo a temperatura ambiente vy
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se ajustd a 2.0 mg/mL utilizando un tampdn acetato 0.2 M

(pH 4.0, Wako Pure Chemical Industries). En un tubo de 1.5
mL (Eppendorf) anticuerpo A (4.0 mg/mL, 800 uL), la

solucidén de pepsina (2.0 mg/mL, 16 upL) y un tampdn acetato
0.2 M (pH 4.0, Wako Pure Chemical Industries)se mezclaron a

razdén de 64 pL/tubo y se incubaron a 37°C durante 15 horas.

La reaccidédn se termind mediante la adicidén al tubo de base

Tris 2 M (Sigma-Aldrich) a razdén de 112 uL/tubo después de
la incubaciédn. Después, las especies moleculares se
confirmaron mediante SDS-PAGE. Después de terminada la
reaccién, la solucidén de anticuerpo se dializdé frente a
Tris-HC1 100 mM (pH 8.0). Subsiguientemente, anticuerpo A-
F(ab')> se purificé utilizando rProtein A FF (GE Healthcare,
17-1279-02) . Un tubo de 5 mL se 1llené con 1 mL de resina
rProtein A, que luego se equilibré mediante la adicidén de
3.5. C.V. cada uno de agua ultra-pura y un tampdén de unidn
en este orden. La solucidén de anticuerpo dializada
equilibrada mediante la adicidén de una cantidad igual de
Tris (Sigma-Aldrich)-HC1l 0.1 M/NaCl 5 M (pH 8.0, Wako Pure
Chemical Industries) se inyectdé a la columna. Se recuperd
una fraccién no retenida y se afadidé de nuevo a la columna.
Esta operacidén se repitid tres veces. Después se recuperd
la fraccién no retenida de la operacidédn final. Después, el
lavado se repitid dos veces mediante la adicidén de 5 mL de
un tampdén de unidén. Con el fin de separar IgG que no habia
reaccionado, etc., la elucidn se realizd con citrato 0.1 M
(pH 3.0, Wako Pure Chemical Industries). Después, las
especies moleculares se confirmaron mediante SDS-PAGE. Las
fracciones no retenida y de lavado se dializaron frente a

PBS para obtener anticuerpo A-F(ab'):.
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A continuacién, la afinidad de unién de anticuerpo A-
Fab y anticuerpo A-F(ab'):, para EphA4 de ratdén y humana se
determindé mediante resonancia plasménica de superficie (SPR)
utilizando Biacore T200 (GE Healthcare). Anticuerpo A
obtenido en el Ejemplo 1 se utilizd como un control para la
comparacién de cada uno de 1los fragmentos. Primero, un
anticuerpo anti-etiqueta His se inmovilizd sobre el chip
sensor de CM5. La inmovilizacidén del anticuerpo anti-
etiqueta His en el chip sensor de CM5 se realizd mediante
el método de acoplamiento de aminas utilizando N-
hidroxisuccinimida (NHS) e hidrocloruro de N-etil-N'-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) . Se utilizd
etanolamina para el bloqueo (el chip sensor y los reactivos
para la inmovilizacidén se fabricaron todos por GE
Healthcare). El1 anticuerpo se diluydé con una solucidn

tampdén para la inmovilizacidén (acetato de sodio 10 mM, pH

4.5) en 3 pg/mL y se inmovilizé en el chip sensor de
acuerdo con el protocolo unido a Biacore T200.

Proteina de la regidén extracelular de EphA4 de ratdn o
humana-SEAP-His se diluyé con una solucién de tampdn de
desarrollo HBS-EP (GE Healthcare, BR-1001-88), se inyectd
en una celda de flujo durante 120 segundos y se capturd
(cantidad de la proteina capturada: aproximadamente 10 a 20
RU) . Subsiguientemente, anticuerpo A (50, 16.7, 5.6, 1.9,
0.6 y 0 nM), anticuerpo A-Fab (500, 166.7, 55.6, 18.5, 6.2
y 0 nM) o anticuerpo A-F(ab'), (50, 16.7, 5.6, 1.9, 0.6 y O
nM), diluido en serie utilizando HBS-EP, se afiadidé al chip
sensor durante 120 segundos. Curvas de la reaccidédn de uniodn
se observaron secuencialmente en el momento de la adiciédén
(fase de asociacidén, durante 120 s) vy después de la

compleciédn de la adicidén (fase de disociacidn, durante 900
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s) . Después de la complecién de cada una de 1las
observaciones, el chip sensor se regenerd mediante 1la
adicién de MgCl, 3 M (Wako Pure Chemical Industries)
(durante 30 s). Las curvas de la reaccién de unidn
obtenidas se sometieron a un andlisis de ajuste con modelos
de unidén 1:1 wutilizando la evaluacidén del software BIA
unido al sistema para calcular la afinidad de unidén (KD =
kd / ka) para EphA4 de ratdédn y humana.

La afinidad de unidén (KD) de anticuerpo A-Fab para
EphA4 de ratdén y humana era 4.51 x 108 M y 4.04 x 1078 M,
respectivamente (FIGs. 4A y 4C). Por otra parte, la
afinidad de unién (KD) de anticuerpo A-F(ab'). para EphA4
de ratédn y humana era 2.29 x 10711 M y 5.30 x 10°11 M,
respectivamente (FIGs. 4B y 4D).

Ejemplo 6: Actividad inhibidora de la unién EphA4 de

ratén-ligando de ratén de fragmento de unibdén a EphAd

Anticuerpo A-Fab y anticuerpo A-F(ab'): obtenido en el
Ejemplo 5 se evaluaron en cuanto a su actividad inhibidora
contra la unidén entre EphA4 y su ligando de acuerdo con las
siguientes etapas. Cada uno de los pocillos de una placa de
96 pocillos (Nunc) se recubridé con un anticuerpo anti-

fosfatasa alcalina (Thermo Fisher Scientific). Después de

la 1incubacidén durante la noche a 4°C, cada uno de 1los
pocillos se Dblogquedé con 1% de BlockAce (DS Pharma
Biomedical) a la temperatura ambiente durante 1 hora.
Después de lavar con Tween 20/PBS al 0.05% (Thermo Fisher
Scientific) durante tres veces, se afiadié la proteina de la
regidén extracelular de EphA4 de ratédn-SEAP-His obtenida por
el método del Ejemplo 1 (concentraciédn final: 10 nM) a cada

uno de los pocillos y se incubd a temperatura ambiente
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durante 1 hora. Después de lavar durante tres veces, se
afladieron a cada wuno de los pocillos un ligando vy
anticuerpo A diluido en serie (0, 0.003, 0.01, 0.03, 0.1,
0.3, 1, 3, 10, 30, 100, 300, 1000 y 3000 nM), anticuerpo A-
rFab (0, 0.003, 0.01, 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100, 300,
1000 y 3000 nM), anticuerpo A-F(ab'): (0, 0.003, 0.01, 0.03,
., 0.3, 1, 3, 10, 30, 100, 300, 1000 y 3000 nM), o el
inhibidor de EphA4 péptido KYL (KYLPYWPVLSSL, 0, 0.0003,
0.o01, 0.003, 0.01, ©0.03, 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100, 300,

1000 y 3000 puM, su sintesis se externalizdé a Toray Research
Center). El ligando utilizado era quimera de Efrina B2-Fc
de ratdn biotinilada (R&D Systems, concentracidédn final: 2.5
nM) . Después de incubacidn a temperatura ambiente durante 1
hora vy del subsiguiente lavado durante tres veces, se
afiadié a ello estreptavidina marcada con peroxidasa de
rdbano picante (GE Healthcare) vy se incubdé a temperatura
ambiente durante 1 hora. Después de lavar tres veces, se
afiladio una disoluciédn de TMBZ (3,3',5,5'-
tetrametilbencidina, Sigma-Aldrich) a <cada wuno de 1los
pocillos y se incubd a temperatura ambiente durante 2
minutos. A cada uno de los pocillos se afiadié una cantidad
igual de una disolucidén de parada de la reaccidn (H2S04, 1IN
Wako Pure Chemical Industries). La absorbancia a 450 nm se
leyd utilizando un lector de microplacas (Molecular Devices
o PerkinElmer) .

Los valores CIso de anticuerpo A (Anticuerpo A-IgG),
anticuerpo A-Fab, anticuerpo A-F(ab'): y péptido KYL eran
2.6 (o 3.6) nM, 438.5 nM, 2.9 nM % 5.293 uM,
respectivamente (FIG. 5). Anticuerpo A y anticuerpo A-

F(ab')2, tenian 1000 o méds veces la actividad del péptido
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KYL, y el anticuerpo A-Fab tenia también 10 o més veces la
actividad del péptido KYL.

Ejemplo 7: Selectividad de anticuerpo monoclonal anti-

EphA4 para el receptor de Eph humano

De acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 1, una
secuencia de ADN que codifica la secuencia sefilal y la
regién extracelular de cada uno de los receptores de Eph
humanos (EphAl, EphA2, EphA3, EphA4, EphA5, EphA6, EphA7,
EphA8, EphAlO, EphBl, EphB2, EphB3, EphB4 vy EphB6) se
amplificd mediante RT-PCR utilizando ARN total derivado de
tejido y se clondé en un vector pENTR1A (Invitrogen/Life
Technologies) que tiene una secuencia de ADN que codifica
una regién Fc de IgG humana y etiqueta de histidina. A
continuacidén, la secuencia de ADN que codifica la secuencia
seflal y la regidén extracelular de cada uno de receptor de
Eph, Fc vy etiqueta de histidina se transfirieron a un
vector pcDNA3.1 rfcB a través de una reaccidédn LR utilizando
el Sistema Gateway (Invitrogen/Life Technologies) para
construir un vector para la expresidn de una proteina de la
regidén extracelular de cada uno de los receptores de Eph
humanos condensados con la regién Fcv de IgGl humana y la
etiqueta His (a la que se alude como “proteina de la regidn
extracelular del receptor de Eph-Fc-His”) (a este vector se
le alude como (vector de expresidén de la proteina de la
regién extracelular del receptor de Eph-Fc-His”).

A continuacidn, se inocularon células HEK293EBNA (Life
Technologies) en una placa de 10 cm (Falcon) y se
cultivaron a 37°C durante 1 dia. Las células HEK293EBNA se
transfectaron con cada uno de los vectores de expresidn de
la proteina de la regidn extracelular del receptor de Eph-

Fc-His de seres humanos arriba obtenidos utilizando
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TransIT-LT1 (TAKARA). Después de la incubacién, (5% de COy,

37°C) durante 4 dias, el sobrenadante del cultivo se
recuperd y centrifugdé a 1500 rpm a temperatura ambiente

durante 5 minutos. El sobrenadante de la centrifugacidn se

filtrd a través de un filtro de 0.22-pum (Merck Millipore) y
Hepes (Dojindo Laboratories) y azida de sodio (Wako Pure
Chemical Industries) se afiadieron a ello a una
concentracién final de 20 mM y 0.02%, respectivamente.

Anticuerpo A se evaludé en cuanto a su actividad de
unidén frente a cada uno de los receptores de Eph humanos de
acuerdo con las siguientes etapas.

Cada uno de los pocillos de una placa de 96 pocillos
(Nunc) se recubridé con un anticuerpo IgG anti-humano de

burro (Jackson ImmunoResearch Laboratories). Después de la

incubacién durante la noche a 4°C, cada uno de los pocillos
se bloqued con 1% de BlockAce (DS Pharma Biomedical) a la
temperatura ambiente durante 1 hora. Después de lavar con
Tween 20/PBS al 0.05% (Nacalai Tesque) durante tres veces,
se diseminé cada wuna de las proteinas de la regidn
extracelular del receptor de Eph humana-Fc-His
(concentracidén final: 1 nM) a cada uno de los pocillos y se
incub6é a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de

lavar durante tres veces, una solucidén de IgG humana (100

pg/mL, Mitsubishi Pharma) vy anticuerpo A (10 pg/mL) se
afladieron a cada uno de los pocillos y se incubaron a la
temperatura ambiente durante 1 hora. A ello se afiadidé un
anticuerpo IgG anti-ratdén de burro marcado con peroxidasa
de rébano picante (Jackson ImmunoResearch Laboratories) vy
se incubd a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de

lavar durante tres veces, se afladid® una disolucidn de TMBZ
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(3,3'",5,5"-tetrametilbencidina, Sigma-Aldrich) a cada uno
de los ©pocillos. Después de 1la confirmacién de un
desarrollo de color moderado, a cada uno de los pocillos se
afiadidé una cantidad igual de una disolucidén de parada de 1la
reaccidén (H2S04, 1N Wako Pure Chemical Industries). La
absorbancia a 450 nm se 1leydé utilizando un lector de
microplacas (PerkinElmer).

Anticuerpo A especificamente tenia una actividad de
reaccidén con EphA4 humana entre los miembros de la familia
de receptores de Eph humanos (FIG. 6A).

Ejemplo 8: Selectividad de anticuerpo monoclonal anti-

EphA4 para el receptor de Eph de ratédn

De acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 1, una
secuencia de ADN que codifica 1la secuencia sefial y la
regién extracelular de cada uno de los receptores de Eph de
ratén (EphAl, EphA3, EphA4, EphA5, EphA6, EphA7, EphAS,
EphAl0, EphBl, EphB2, EphB3, EphB4 y EphB6) se amplificéd
mediante RT-PCR utilizando ARN total derivado de tejido y
se clondé en un vector pENTRIA (Invitrogen/Life Technologies)
que tiene una secuencia de ADN que codifica una regidén Fc
de IgG humana y etiqueta de histidina. A continuaciédén, la
secuencia de ADN que codifica la secuencia sefial y la
regién extracelular de cada uno de los receptores de Eph de
ratén (EphAl, EphA3, EphA4, EphA5, EphA6, EphA7, EphAS,
EphAl0, EphBl, EphB2, EphB3, EphB4 y EphB6), Fc y etiqueta
de histidina se transfirié a un vector pcDNA3.l rfcB a
través de reaccidén LR utilizando el Sistema Gateway
(Invitrogen/Life Technologies) para construir un vector de
expresiédn de la proteina de la regidn extracelular de EphA4
de ratdén-Fc-His. Para la construccidén de un vector de

expresiédn de la proteina de la regidn extracelular de EphA2
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de ratén-Fc-His, una secuencia de ADN que codifica 1la
secuencia sefial y la regidén extracelular de EphA2 de ratdn
se amplificdé mediante RT-PCR utilizando ARN total derivado
de tejido y se clond en un vector pcDNA3.l que tiene una
secuencia de ADN que codifica Fc y etiqueta de histidina
para construir un vector de expresidédn de la proteina de 1la
regién extracelular de EphA2 de ratdén-Fc-His.

A continuacidn, se inocularon células HEK293EBNA (Life

Technologies) en una placa de 10 cm (Falcon o BD

Biosciences) vy se cultivaron a 37°C durante 1 dia. Las
células HEK293EBNA se transfectaron con el vector de
expresiédn de la proteina de la regidn extracelular de EphAl,
EphA2, EphA3, EphA4, EphA5, EphA6, EphA7, EphA8, EphAlOQ,
EphBl, EphB2, EphB3, EphB4 o EphB6 de ratdén-Fc-His obtenido

segun se describe arriba, utilizando TransIT-LT1 (TAKARA).

Después de la incubacidn, (5% de COz, 37°C) durante 4 dias,
el sobrenadante del cultivo se recuperd y centrifugd a 1500
rpm a temperatura ambiente durante 5 minutos. El
sobrenadante de la centrifugacién se filtrd a través de un
filtro de 0.22-pm (Merck Millipore) vy Hepes (Dojindo
Laboratories) y azida de sodio (Wako Pure Chemical
Industries) se afiadieron a ello a una concentracidén final
de 20 mM y 0.02%, respectivamente.

Anticuerpo A se evaludé en cuanto a su actividad de
unién frente a cada uno de los receptores de Eph de ratdn
de acuerdo con las siguientes etapas.

Cada uno de los pocillos de una placa de 96 pocillos
(Nunc) se recubridé con un anticuerpo IgG anti-humano de

burro (Jackson ImmunoResearch Laboratories). Después de la

incubacién durante la noche a 4°C, cada uno de los pocillos
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se bloqued con 1% de BlockAce (DS Pharma Biomedical) a la
temperatura ambiente durante 1 hora. Después de lavar con
Tween 20/PBS al 0.05% (Thermo Fisher Scientific) durante
tres veces, se 1noculdé cada una de las proteinas de 1la
regidén extracelular del receptor de Eph de ratdn-Fc-His
(concentracidén final: 1 nM) a cada uno de los pocillos y se
incubd a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de
lavar durante tres veces, una solucidén de IgG humana (100
nug/mL, Sigma-Aldrich) y anticuerpo A (10 ug/mL) se
afiadieron a cada uno de los pocillos y se incubaron a la
temperatura ambiente durante 1 hora. A ello se afiadidé un
anticuerpo IgG anti-ratdén de burro marcado con peroxidasa
de rébano picante (Jackson ImmunoResearch Laboratories) vy
se incubd a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de
lavar durante tres veces, se aniadidé una disolucidn de TMBZ
(3,3'",5,5"-tetrametilbencidina, Sigma-Aldrich) a cada uno
de los ©pocillos. Después de la confirmacién de un
desarrollo de color moderado, a cada uno de los pocillos se
afiadidé una cantidad igual de una disolucidén de parada de 1la
reaccidén (H2S04, 1N Wako Pure Chemical Industries). La
absorbancia a 450 nm se leyé utilizando un lector de
microplacas (PerkinElmer).

Anticuerpo A especificamente tenia una actividad de
reaccidén sélo con EphA4 de ratdé/n entre los miembros de la
familia de receptores de Eph de ratén (FIG. 6B).

Ejemplo 9: Reactividad de anticuerpo monoclonal anti-

EphA4 con EphA4 de ratdn, rata, mono y humana

Proteinas de la regidn extracelular de EphA4 de ratédn,
rata, mono y humana-Fc-His se prepardé de acuerdo con las
siguientes etapas. Primero, de acuerdo con el método

descrito en el Ejemplo 1, se construydé un vector de
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expresién de la proteina de la regidn extracelular de EphA4
de mono-Fc-His. La secuencia de aminocdcidos de EphA4 de
mono en la construccidn de vector se muestra en SEQ ID NO:
44, vy su regidén extracelular se muestra en SEQ ID NO: 45. A
continuaciédn, se inocularon células HEK293EBNA (Life

Technologies) en wuna placa de 10 cm (Falcon) vy se

cultivaron a 37°C durante 1 dia. Las células HEK293EBNA se
transfectaron con el vector de expresidén de la proteina de
la regidén extracelular de EphA4 de mono-Fc-His o el vector
de expresidén de la proteina de la regidn extracelular de
EphA4 de ratdén-, EphA4 de rata- o EphA4 humana-Fc-His

descrito en el Ejemplo 1 utilizando TransIT-LT1 (TAKARA).

Después de la incubacidén, (5% de CO2, 37°C) durante 4 dias,
el sobrenadante del cultivo se recuperd y centrifugd a 1500
rpm a temperatura ambiente  durante 5 minutos. El

sobrenadante de la centrifugacién se filtrd a través de un

filtro de 0.22-pm (Merck Millipore) vy Hepes (Dojindo
Laboratories) y azida de sodio (Wako Pure Chemical
Industries) se afiadieron a ello a una concentracidén final
de 20 mM y 0.02%, respectivamente.

Anticuerpo A se evaludé en cuanto a su actividad de
unién frente a diversos receptores de Eph de acuerdo con
las siguientes etapas.

Cada uno de los pocillos de una placa de 96 pocillos
(Nunc) se recubridé con un anticuerpo IgG anti-ratdédn de
burro (Jackson ImmunoResearch Laboratories). Después de la
incubacién durante la noche a 4°C, cada uno de los pocillos
se bloqued con 1% de BlockAce (Sumitomo Dainippon Pharma) a
la temperatura ambiente durante 1 hora. Después de lavar

con Tween 20/PBS al 0.05% (Nacalai Tesque) durante tres
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veces, se disemindé la proteina de la regidn extracelular de
EphA4 de ratdédn, rata, mono o humana-Fc-His (concentracién
final: 1 nM) a cada uno de los pocillos y se incubd a

temperatura ambiente durante 1 hora. Después de lavar

durante tres veces, una solucidén de IgG humana (100 pg/mL,

Mitsubishi Pharma) vy anticuerpo A (0, 0.00128, 0.0064,

0.032, 0.16, 0.8, 4 y 20 pg/mL) se afiadieron a cada uno de
los pocillos y se 1incubaron a la temperatura ambiente
durante 1 hora. A ello se afiadidé un anticuerpo IgG anti-
ratdé4n de burro marcado con peroxidasa de rabano picante
(Jackson ImmunoResearch Laboratories) y se incubd a
temperatura ambiente durante 1 hora. Después de lavar
durante tres veces, se afiadié una disolucién de TMBZ
(3,3'",5,5"-tetrametilbencidina, Sigma-Aldrich) a cada uno
de los ©pocillos. Después de la confirmacién de un
desarrollo de color moderado, a cada uno de los pocillos se
afiadidé una cantidad igual de una disolucidén de parada de 1la
reaccidén (H2S04, 1N Wako Pure Chemical Industries). La
absorbancia a 450 nm se leyé utilizando un lector de
microplacas (PerkinElmer).

Anticuerpo A tenia una actividad de reaccién
equivalente frente a todas las EphA4 de ratdn, rata, mono y
humana (FIG. 7).

Ejemplo 10: Efecto inhibidor de anticuerpo monoclonal

anti-EphA4 sobre la autofosforilacién de EphA4 inducida por

ligando en neuronas del hipocampo

Neuronas del hipocampo de ratas se prepararon de
acuerdo con las siguientes etapas. Un feto se separd de una
rata prefiada de 18 dias (Charles River Laboratories Japédn)
y se hizo una incisidén en su cabeza para aislar el cerebro.

Una regién del hipocampo se escindidé bajo un microscopio
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estereoscédpico, luego se colocd en una solucidn de
digestién (NaCl 137 mM (Wako Pure Chemical Industries), KC1
5 mM (Wako Pure Chemical Industries), NazHPOs 7 mM (Wako
Pure Chemical Industries), Hepes 25 mM (Dojindo

Laboratories), 0.5 mg/ml de DNasa (Sigma-Aldrich) v

tripsina al 0.25% (Life Technologies)), y se sacudidé a 37°C
durante 10 minutos. La solucidén se separd y a los tejidos
del hipocampo se afiadidé una solucidén de suero bovino fetal
al 20%/Hanks (Sigma-Aldrich). La solucidén se retird y 1los
tejidos del hipocampo se lavaron dos veces con una solucidn
de tampdén de Hanks y después se pipetearon en una solucidn
de tampdn de Hanks para preparar una solucidén de células.
Las células se inocularon en una placa de 6 pocillos
(Falcon) recubierta con poli-L-lisina que contenia una

solucién de cultivo (medio Neurobasal (Life Technologies),

1 x B-27 complemento (Life Technologies) y L-glutamina 0.5
mM (Life Technologies)).

La evaluacién de la actividad inhibidora de 1la
autofosforilaciédn de EphA4 wutilizando las neuronas del
hipocampo se realizdé de acuerdo con las siguientes etapas.
Las neuronas del hipocampo de rata inoculadas en una placa
de 6 pocillos (Falcon) se trataron con quimera de Efrina
Al-Fc de ratén (R&D Systems, concentracidén final: 10 nM),
anticuerpo A (0, 1, 10, 100 y 1000 nM) o péptido KYL
(KYLPYWPVLSSL, un inhibidor de EphA4, su sintesis se
externalizé a Hokkaido System Science, 0, 0.01, 0.1, 1, 10
y 100 uM,) vy se lavdé con PBS frio (Wako Pure Chemical
Industries) 45 minutos més tarde. A ellos se afadidé un
tampdén de lisis (Tris 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, Triton

X-100 al 1% (Wako Pure Chemical Industries), inhibidor de
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proteasa 1 x (Nacalai Tesque) e inhibidor de fosfatasa 1 x

(Nacalai Tesque)) para recuperar las células. Después de

mezclar a 4°C durante 15 minutos, el sobrenadante se

recuper6 mediante centrifugacidén refrigerada a 15000 rpm a

4°C durante 15 minutos. Un anticuerpo policlonal anti-EphA4
de conejo (Medical & Biological Laboratories) se afiadid al
sobrenadante y se hizo reaccionar durante 90 minutos.
Después se afiadieron a ello perlas de proteina G (GE
Healthcare) vy se hizo reaccionar durante 30 minutos

adicionales. El sobrenadante se separd mediante

centrifugacién refrigerada a 3000 rpm a 4°C durante 1
minuto, seguido de la adicién de 1 mL de un tampdn de lisis.

Esta operacién se realizd tres veces. Después se afiadieron

2 x de tampén de muestra SDS a cada una de las muestras,
las cuales se hirvieron después durante 10 minutos. Esta
muestra se utilizdé en SDS-PAGE vy transferencia Western
utilizando un anticuerpo de tirosina anti-fosforilado
(Santa Cruz Biotechnology). Se realizdé adicionalmente una
transferencia Western utilizando un anticuerpo monoclonal
anti-EphA4 (Abnova) y se cuantificé la intensidad de 1la
banda para calcular un valor de EphA4 fosforilada/EphA4d
total. El1 anticuerpo monoclonal anti-EphA4 (Abnova), cuyo
inmundégeno es un péptido sintético para una regidén C-
terminal de EphA4 humana, es reconocido como un anticuerpo
que carece de actividad neutralizante frente a EphA4 humana
que tiene una regidén extracelular N-terminal.

Anticuerpo A y péptido KYL (un inhibidor de EphA4)
suprimian, de una manera dependiente de la concentraciédn,
la autofosforilacién de EphA4 inducida por Efrina Al de

ratdén en las neuronas del hipocampo, y los valores de Clsp
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eran 24.2 nM y 9.91 uM, respectivamente (FIG. 8). Estos
resultados demostraron que el anticuerpo A antagoniza la
sefializacién de EphA4d/efrina, al igual que el péptido KYL,
en sistemas de células.

Ejemplo 11: Efecto inhibidor de anticuerpo monoclonal

anti-EphA4 sobre el colapso del cono de crecimiento

inducido por ligando en neuronas del hipocampo

Neuronas del hipocampo de rata se prepararon tal como
se describe en el Ejemplo 10 arriba. Las células se
inocularon a una placa de 96 pocillos (Greiner Bio-One)
recubierta con solucidén de cultivo gque contiene poli-L-
lisina.

El ensayo del colapso del cono de <crecimiento
utilizando las neuronas del hipocampo se realizd de acuerdo
con las siguientes etapas. Las neuronas del hipocampo de
rata de dia de cultivo 2 inoculadas a una placa de 96

pocillos (Greiner Bio-One) se trataron con PBS (Wako Pure

Chemical Industries), anticuerpo A (0.1, 0.3 y 1 uM), o un
inhibidor de EphA4 péptido KYL (KYLPYWPVLSSL, 10, 30 y 100

puM, su sintesis se externalizdé a Toray Research Center)

durante 15 minutos, y luego se trataron con anticuerpo IgGl

con fragmento Fecy anti-humano de cabra (Jackson

ImmunoResearch Laboratories)-quimera pre-arracimada de

Efrina Al-Fc (R&D Systems, concentracién final: 1 pg/mL)
(relacidén: 1:5) durante 30 minutos. Después se retird la
solucidén de cultivo y se afiadidé PFA al 2% (Wako Pure
Chemical Industries)/sacarosa al 4% (Wako Pure Chemical
Industries) /PBS y se dejé reposar durante 20 minutos para
fijar las células. La solucidén se separd y las células se

lavaron con PBS tres veces, seguido de la adicidédn de Triton
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X-100 al 0.25% (Wako Pure Chemical Industries)/PBS para el
tratamiento de penetracién de las células durante 15
minutos. La solucidén se separd y se bloqued durante 1 hora
mediante la adicidén de BSA al 2% (Sigma-Aldrich)/Triton X-
100 al 0.25%/0Opti-MEM (Life technologies) y luego se hizo
reaccionar con un anticuerpo anti-Tau-1 (Merck Millipore) vy
un anticuerpo anti-MAP-2 (Merck Millipore) durante 2 horas.
La solucidén de anticuerpos primarios se separd y se lavd
con PBS tres veces y se hizo reaccionar con un anticuerpo
secundario y Alexa Fluor 546 Phalloidin (Molecular Probes)
durante 1 hora. La solucidén de anticuerpo secundario se
separd y se lavd con PBS tres veces y luego se encerrd
mediante la adicidén de reactivos SlowFade Gold Antifade
(Molecular Probes) vy se observd bajo BIOREVO (Keyence).
Neuronas formadoras del cono de crecimiento se contaron en
30 campos de visidén por muestra para calcular la proporcidn
del nUmero de neuronas que provocan el colapso del cono de
crecimiento.

Anticuerpo A y el inhibidor de EphA4 péptido KYL
suprimieron, de una manera dependiente de la concentracién,
el colapso del crecimiento del cono por parte de Efrina Al
de ratdén en las neuronas del hipocampo (FIG. 9). Por
consiguiente, se demuestra que la funcionalidad del
anticuerpo A inhibe EphA4, al igual que con el péptido KYL,
en sistemas celulares.

Ejemplo 12: Efecto antagonistico del 1ligando de

anticuerpo monoclonal anti-EphA4 in vivo

El ensayo de competencia in vivo utilizando neonatos
de ratdén se realizd de acuerdo con las siguientes etapas.
PBS (Wako Pure Chemical Industries), anticuerpo A o un

anticuerpo control (anticuerpo anti-dinitrofenol de ratdn),
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producido con un procedimiento convencional inmunizando
ratas con dinitrofenol se administré por via subcutédnea a
una dosis de 300 mg/kg (30 mL/kg) a cada uno de ratones de
8 dias de edad (Charles River Laboratories Japdn). Al cabo
de 24 horas, se hizo una incisidén en la cabellera bajo
anestesia con 1isoflurano al 4% (Intervet) vy quimera de
Efrina Al-Fc de ratdén (300 pmol/cabeza, R&D Systems) o PBS
(Wako Pure Chemical Industries) se administrdé al ventriculo
lateral. 1 hora después de ello, el ratdén fue eutanizado
mediante decapitacidén, seguido de la extirpacidén del
hemisferio cerebral. El hemisferio cerebral recogido se
colocd en un tubo de filtro cargado en un tubo para la
recuperacién de BioMasher(R) I (Nippi). Después de la
insercién de una varilla machacadora, el hemisferio

cerebral se homogeneizd mediante centrifugacidédn refrigerada

a 15000 rpm a 4°C durante 2 minutos. El producto

homogeneizado se suspendidé en tampdédn TNE (Tris 20 mM, NaCl
150 mM, EDTA 1 mM, inhibidor de proteasa 1 x (Nacalai

Tesque), inhibidor de fosfatasa 1 x (Nacalai Tesque)). 3 X
de tampén de muestra SDS se afiadieron a una parte del
producto homogeneizado, que luego se hirvidé durante 10
minutos, seguido de la cuantificacidén de proteinas. Esta
muestra se utilizdé en SDS-PAGE vy transferencia Western
utilizando un anticuerpo IgG (H+L) anti-humano de burro
(Jackson ImmunoResearch Laboratories), un anticuerpo
monoclonal anti-EphA4 (Abnova) y un anticuerpo anti-actina
(Sigma-Aldrich). El producto homogeneizado restante se
sometidé a cuantificacidén de proteinas y luego se dispensod
en una cantidad correspondiente a 3 mg de proteina y a ello

se afladieron Triton X-100 al 1% (Wako Pure Chemical
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Industries) y SDS al 0.1% (Nacalai Tesque). Después de

mezclar a 4°C durante 15 minutos, el sobrenadante se

recuper6 mediante centrifugacidén refrigerada a 15000 rpm a

4°C durante 15 minutos. 3 x de tampdén de muestra SDS se
afiadieron a una parte del sobrenadante, que luego se hirvid
durante 10 minutos para preparar una muestra de entrada.
Esta muestra se utilizd en SDS-PAGE y transferencia Western
utilizando un anticuerpo monoclonal anti-EphA4 (Abnova) vy
un anticuerpo anti-actina (Sigma-Aldrich). Un anticuerpo
policlonal anti-EphA4 de conejo (Santa Cruz Biotechnology)
se afiadidé al sobrenadante restante y se hizo reaccionar
durante 60 minutos. Después se afiadieron a ello perlas de
proteina G (GE Healthcare) y se hizo reaccionar durante 30

minutos adicionales. El1 sobrenadante se retirdé mediante

centrifugacién refrigerada a 3000 rpm a 4°C durante 2
minutos, seguido de la adicién de 0.5 mL de tampdn de lisis
(Tris 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, Triton X-100 al 1%
(Wako Pure Chemical Industries), SDS al 0.1% (Nacalai

Tesque), inhibidor de ©proteasa 1 x (Nacalai Tesque),
inhibidor de fosfatasa 1 X (Nacalai Tesque)). Esta

operacién se realizd tres veces. Después, 1 x de tampdn de
muestra SDS se afiadié a las perlas, que luego se hirvieron
durante 10 minutos para preparar una muestra de perlas.
Esta muestra se utilizd en SDS-PAGE y transferencia Western
utilizando un anticuerpo de tirosina anti-fosforilado
(Santa Cruz Biotechnology). Se realizdé adicionalmente una
transferencia Western utilizando un anticuerpo monoclonal
anti-EphA4 (Abnova) y se cuantificé la intensidad de 1la
banda para calcular un valor de EphA4 fosforilada/EphA4

total. El anticuerpo monoclonal anti-EphA4 (Abnova), cuyo
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inmundégeno es un péptido sintético para una regién C-
terminal de EphA4 humana, es reconocido como un anticuerpo
que carece de actividad neutralizante frente a EphA4 humana
que tiene una regidn extracelular N-terminal.

La administracidén de Efrina Al de ratdn al ventriculo
lateral del neonato de ratdn inducia la autofosforilacidn
de EphA4 en un hemisferio cerebral. Anticuerpo A suprimia
la autofosforilacién de EphA4 inducida por Efrina Al de
ratdé4n en un 66% (FIG. 10). Por consiguiente, se demuestra
que anticuerpo A también inhibe la unidén entre EphA4 y su
ligando in vivo.

Ejemplo 13: Efecto protector de neuronas motoras del

anticuerpo monoclonal anti-EphA4 en modelo ELA in vitro

derivado de células ES de ratédn

Células ES de ratdn se mantuvieron y cultivaron de
acuerdo con las siguientes etapas. Células ES de ratédn
(129x1/SvJ) crioconservadas a -80°C se descongelaron en un
bafio termostatizado y luego se diluyeron con un medio de

cultivo de células ES de ratdn (KnockOut (TM) DMEM (Gibco)

que contenia suero bovino fetal al 10% (FBS, Gibco), B-

mercaptoetanol 0.1 mM (Gibco), piruvato sédico 1 mM
(Invitrogen), L-glutamina 2 mM (Invitrogen), aminodcidos no
esenciales al 1% (Invitrogen), 100 unidades/mL de

penicilina-100 pg/mL de estreptomicina (Invitrogen) y 1000

unidades/mL de factor inhibidor de leucemia ESGRO (R) (Merck

Millipore)) calentado a 37°C. Cada una de las suspensiones
de células se centrifugd (1500 rpm, 3 min, temperatura
ambiente), seguido de la separacidén del sobrenadante. Las
células se suspendieron en un medio reciente, después se

transfirieron a una placa de cultivo con células
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alimentadoras inoculados de antemano y se mantuvieron vy

cultivaron en una incubadora de COz (5% de COz, 37°C).

Se establecieron astrocitos de un neonato de ratédn y
se cultivaron de acuerdo con las siguientes etapas. Un
neonato de ratdédn de tipo salvaje de dos dias de edad
(C57BL/6JJmsS1lc (Japan SLC)) y un neonato de ratdn hibrido

de un ratdn de tipo salvaje y un SOD1 humano variante (G93A)

Tg- (B6.Cg-Tg (SOD1 G93A) 1Gur/J (Jackson ImmunoResearch
Laboratories)) fueron eutanizados cada uno mediante
inhalacién de anestesia con 1soflurano (Intervet) o}

decapitacidén. Después, se aisld la corteza cerebral de cada
uno de los ratones y se dispersd mediante tratamiento con
tripsina-EDTA al 0.25% (Invitrogen) a 37°C durante 15
minutos. Después del tratamiento enzimatico, las células se
diluyeron con 4 mL de Medio de Eagle Modificado por

Dulbecco (Gibco) que contenia FBS al 10% (Gibco) vy

penicilina-estreptomicina al 1% (Invitrogen) (FBS-DMEM al
10%) para terminar la digestidén enzimédtica. Después,

impurezas distintas a otras células individuales se
sometieron a filtracién utilizando un tamiz de células (BD
Biosciences) vy las células se centrifugaron a 1500 rpm
durante 5 minutos. El sobrenadante se aspird, se diluyd con
4 mL de FBS-DMEM al 10% reciente, se inoculd en una placa

de cultivo de 60 mm sobre una base individual y se cultivd

a 37°C. Dos dias después de la inoculacidén, el medio se
aspird y se reemplazd por la adicidén de 4 mL de FBS-DMEM al
10% reciente. Después de alcanzar la confluencia, se
recuperd un sobrenadante del cultivo que contenia células
no adherentes y se sometidé a genotipado de SOD1 humano

variante (G93A). 2 mL de PBS (Wako Pure Chemical Industries)
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se afiadieron nuevamente al sobrenadante y se aspiraron de

nuevo. 1 mL de tripsina-EDTA al 0.25% se afadié a las

células y se idncubd a 37°C durante 3 minutos. EI1
tratamiento enzimatico se termindé con 3 mL de FBS-DMEM al
10% y las células se centrifugaron a 1500 rpm durante 3
minutos. Después de la centrifugacidén, el medio se aspird y
6 mL de FBS-DMEM al 10% reciente se afiadieron a las células,
las cuales fueron cada wuna inoculadas a una placa de
cultivo de 100 mm y se sub-cultivaron (numero de pasajes:
2) . Después de alcanzar la confluencia, el medio se aspird
y luego se afiadieron 3 mL de PBS (Wako Pure Chemical
Industries) a las células y se aspird de nuevo. 2 mL de
tripsina-EDTA al 0.25% se afiadidé a las células y se incubd
a 37°C durante 3 minutos. El tratamiento enzimdtico se
terminé con 4 mL de FBS-DMEM al 10% y las células se
centrifugaron a 1500 rpm durante 3 minutos. Después de la
centrifugacién, el medio se aspirdé y 12 mL de FBS-DMEM al
10% reciente se afadieron a las células, después 6 mL de
cada una fueron inoculados a una placa de cultivo de 100 mm
y se sub-cultivaron (numero de pasajes: 3). El medio de los
astrocitos a un numero de pasajes de 3 se aspird y luego se
afladieron 2 mL de PBS (Wako Pure Chemical Industries) a las
células y se aspirdé de nuevo. 2 mL de tripsina-EDTA al 0.25%
se afiadié a las células y se incubdé a 37°C durante 3
minutos. El tratamiento enzimadtico se termind mediante 1la
adicién de 4 mL de FBS-DMEM al 10%. La suspensidn se
recuperd, se centrifugd a 1500 rpm durante 3 minutos, se
diluyé con Cell banker (Nippon Zenyaku Kogyo) y se
crioconservd a —-80°C hasta ser sometido a un ensayo. Cuando

se sometié a un ensayo, cada una de la suspensidén de
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células crioconservadas de descongeld en un baftio

termostatizado y luego se diluydé con FBS-DMEM al 10%

calentado a 37°C. Después de la centrifugacidén (1500 rpm, 3
min, temperatura ambiente) de cada una de las suspensiones
de células, se retird el sobrenadante y las células se
suspendieron en un medio reciente, luego se inocularon en

una camara de 8 pocillos (ibidi) vy se mantuvieron vy

cultivaron en una incubadora de COz (5% de COz, 37°C).

El genotipado de SOD1 humano variante (G93A) se
realiz6 utilizando el kit de PCR de Tejidos REDExtract-N-
Amp (TM) (Sigma-Aldrich). En la etapa de mantener y cultivar
las células ES de ratdédn, el sobrenadante del cultivo que
contenia células no adherentes de astrocitos que expresan
SOD1 humano variante (G93A) recuperadas durante el sub-
cultivo se recuperaron en un tubo de 1.5 mL vy se
centrifugaron a 1500 rpm durante 3 minutos. Después de la
centrifugacién, el sobrenadante se aspird y las células se
lavaron mediante la adicién de 1 mL de PBS vy se
centrifugaron de nuevo, seguido de la aspiracién de PBS. 50
pL de una solucidn de extraccidén y 12.5 pL de una soluciédn
de preparacidén de tejido se mezclaron y afiadieron a cada
una de las muestras. Después de la mezcladura, la mezcla se
transfiridé a un tubo de reaccidén en cadena de la polimerasa
(PCR), seguido de la extraccién del genoma a un ciclo de
55°C durante 10 minutos — 95°C durante 3 minutos — 4°C
utilizando el sistema PCR 9700 Genelmp (R) (Applied
Biosystems (R)). Después, la solucidén de la reaccidn se
neutralizdé mediante la adicidén de 50 pL de solucidn de

neutralizacidén B.
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El genoma extraido se utilizé en la PCR gendmica de
acuerdo con la composicidén mostrada en la Tabla 3. Las
secuencias de cebador utilizadas en la PCR se muestran en
la Tabla 4. Cada uno de los productos de la PCR resultantes
se sometid a electroforesis en un gel de agarosa al 1% a
100 V durante 20 minutos. Muestras con dos bandas de un
patrén interno de 324 pb y SOD1 humano variante (G93A) de
236 pb detectadas se identificaron como astrocitos que

expresan SOD1 humano variante (G93A).

[Tabla 3]
Tabla 3 Mezcla de PCR Gendmica
Nombre del reactivo Volumen de liquido
Molde: l1plL
Mezcla Roja: Sp L
Cebador 1 (100pgmo 1l L):|0. O5uL
Cebador 2 (100pgmo 1l L):| 0. 0O5uL
Cebador 3 (100pgmol L):{0. O5uL
Cebador 4 (100gmo 1l L):| 0. O5uL
Agua destilada 3. 8ulL
Total: 10l

Mezcla roja = mezcla de reaccidén PCR REDExtract-N-Amp

[Tabla 4]

Tabla 4 Secuencias de nucledtidos de cebadores

Cebador 1 Vaniante humana CATCAGCCCTAATCCATCTGA
SoD1 (G934)

Cebagorz | Vanantehumana CGCGACTAACAATCAAAGTGA
Sop1 (G934)

Cebador 3 Patron interna CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT

Cebador4  |Palrénintemo GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC
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El efecto protector de neuronas motoras en los modelos
de ELA in vitro se evaludé de acuerdo con las siguientes
etapas. Las células ES de ratdn cultivadas y mantenidas se
trataron con solucidén de tripsina al 0.25%/solucidén de EDTA
al 0.05% (Gibco) para disociar las células de la placa de
cultivo. Las células se recuperaron mediante centrifugacién
y luego se prepard una suspensidén y se inoculd a razdn de
1.2 x 10% células/mL a una placa de 12 pocillos de baja
adsorcidén (Nunc) (dia 0). Se realizd un cultivo flotante de
agregados durante 2 dias en un medio DFK (medio avanzado
DMEM/F-12 (Invitrogen) :Neurobasal (Invitrogen) [1:1] que
contiene reemplazo de suero KnockOut al 5% (Invitrogen), L-

glutamina 2 mM, 100 unidades/mL de penicilina-100 pg/mL de

estreptomicina y P-mercaptoetanol 0.1 mM). E1 dia 2, el

medio DFK fue reemplazado por un medio DFK gque contenia

acido retinoico 1 uM (Sigma-Aldrich) y purmorfamina 2 pM
(Stemgent) . Después, se realizd un reemplazo de medio a una
frecuencia de una vez cada dos dias. La diferenciacidén en
neuronas motoras se indujo mediante cultivo durante 5 dias
(dias 3 a 7).

El dia 7, las masas de células de neuronas motoras
diferenciadas se dispersaron en una solucidén de dispersidn
de células Accumax (MS Tech) vy se prepararon en una
suspensidén que tenia una densidad de células de 5.5 x 10°
células/mL. La suspensién se inoculd después a razdn de 200
uL/pocillo en una cédmara de 8 pocillos que contenia los
astrocitos de tipo salvaje derivados de ratédn o los
astrocitos que expresan SOD1 humano variante (G93A)

cultivados y mantenidos de antemano, y las células de 1los
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astrocitos co-cultivadas resultantes y las neuronas motoras
se utilizaron en evaluaciédn.

El numero de neuronas motoras observadas mediante el
co-cultivo de los astrocitos de tipo salvaje y las neuronas
motoras se utilizaron como control. Para el grupo tratado
con farmaco, los astrocitos que expresan SOD1 humano
variante (G93A) vy las neuronas motoras se co-cultivaron
bajo una condicidén que implica adicidén de vehiculo (IgG y
agua ultra-pura al 0.1%), anticuerpo A (10, 30 y 100 nM),
EphA4-Fc (R&D Systems, 3, 10 y 30 nM) o péptido KYL (Toray
Research Center, 1, 3 y 10 puM). Después del cultivo durante

2 dias a 37°C en un entorno de 5% de CO2 bajo cada una de
las condiciones, las neuronas motoras se tifieron
inmunocitoquimicamente con un anticuerpo ISL1 anti-conejo
(Abcam) y Hoechst 33342 (Molecular Probes). Células
ISL1/Hoechst 33342-copositivas por cada A&rea wunidad se
contaron como neuronas motoras vivas, y la tasa de
supervivencia de las neuronas motoras se calculd como un
porcentaje (%) con respecto al control. La FIG. 11 muestra
una visidén esquemdtica simple que muestra las etapas del
sistema de evaluacién.

La tasa de supervivencia de las neuronas motoras se
redujo significativamente en el co-cultivo de neuronas
motoras derivadas de astrocitos que expresan SODl1 humano
variante (G93A)/células ES de ratdn (40-50%). E1l anticuerpo
A suprimia, de una manera dependiente de la concentracidn,
la muerte de neuronas motoras derivadas de células ES de
ratédn, inducida por los astrocitos que expresan SOD1 humano
variante (G93A) (Fig. 12). Se confirmé que el tratamiento
con péptido KYL o EphA4-Fc, al igual que con anticuerpo A,

tenia un efecto protector de neuronas motoras en este
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sistema experimental, demostrando que anticuerpo A fomenta
la supervivencia de neuronas motoras derivadas de células
ES de ratén inhibiendo la sefializacidédn de EphRA4/efrina en
este modelo de ELA in vitro.

Ejemplo 14: Efecto protector de neuronas motoras del

anticuerpo monoclonal anti-EphA4 en modelo ELA in vitro

derivado de células iPS humanas

Células 1iPS humanas se mantuvieron y cultivaron de
acuerdo con las siguientes etapas. Células 1PS humanas
(201B7), crioconservadas en nitrdédgeno liquido utilizando
Stem cell banker (TAKARA) se recogieron de la fase gaseosa
de nitrdégeno liquido e 1inmediatamente se suspendieron vy
descongelaron en 5 mL de un medio de cultivo de células iPS
humanas (Essential 8, Thermo Fisher Scientific) pre-
calentado a 37°C. La suspensién de células se recuperd en
un tubo cdénico de 15 mL (Falcon) y se centrifugdé (1000 rpm,
5 min, temperatura ambiente), seguido de la separacidédn del
sobrenadante. Las células se suspendieron en un medio
reciente y luego se diseminaron a una placa de cultivo de
$60 mm (Falcon BD) recubierta con 0.5 pg/cm? de

vitronectina recombinante humana (Invitrogen) de antemano.

10 uM de Y-27632 (Wako Pure Chemical Industries) se

afiadieron a ello y las células se mantuvieron y cultivaron

en una incubadora de CO2 (5% de CO2, 37°C). El1l reemplazo de
medio se realizdé cada dia y las células se sometieron al
experimento cuando alcanzan la confluencia.

El efecto protector de neuronas motoras en los modelos
de ELA in vitro se evalud de acuerdo con las siguientes
etapas. El medio de cultivo de las células 1iPS humanas

mantenidas y cultivadas se aspird y las células se lavaron
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con 2 mL de PBS (Wako Pure Chemical Industries). Después de

la aspiracién de PBS, se afladieron 500 pL de EDTA 0.5 mM a

las células, las cuales se incubaron después durante 2 a 3

minutos en una incubadora de CO2 (5% de CO2, 37°C) (las
células se confirmaron bajo un microscopio cada 30 segundos,
y la incubacidén se interrumpidé cuando se debilitd 1la
asociacidén intercelular). La reaccidén de EDTA se termind
mediante suspensién en 5 mL de un medio de cultivo de
células iPS humanas, y las células se recuperaron en un
tubo cdénico de 15 mL. Las células se centrifugaron a 1000
rom a temperatura ambiente durante 5 minutos y el
sobrenadante se aspird. La suspensidén de células que
contenia masas de células iPS se inoculd en una cantidad de
aproximadamente 1/10 por pocillo en una placa de cultivo de
células de 6 pocillos de baja adhesidén (Nunclon Sphere,
Nunc) y se cultivd en una incubadora de CO2 (5% de COz, 37°C)
utilizando un medio DFK (medio avanzado DMEM/F-12
(Invitrogen) :Neurobasal (Invitrogen) [1:1] que contiene
suplemento B27 al 2%, reemplazo de suero KnockOut al 5%
(Invitrogen), L-glutamina 2 mM, 100 unidades/mL de
penicilina-100 pg/mL de estreptomicina y P-mercaptoetanol
0.1 mmol/L) complementado con SB431542 2 uM (Sigma-Aldrich),

LDN193189 300 nM (Sigma-Aldrich, y CHIR99021 3 uM (Sigma-
Aldrich). El1 reemplazo de medio se realizdé cada 2 dias
mediante el siguiente método. Primero, agregados de células
(SFEBs) diferenciados en células iPS humanas se recuperaron
sobre una base de medio en un tubo cdédnico de 15 mL y se
dejbé reposar a la temperatura ordinaria durante 5 minutos

para precipitar las masas de células. Este sobrenadante se

aspird y se afiadieron un medio DFK reciente y SB431542 2 uM
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(Sigma-Aldrich), LDN193189 300 nM (Sigma-Aldrich),

CHIRS9021 3 uM (Sigma-Aldrich) vy luego se devolvieron al
pocillo original para el reemplazo del medio. E1 dia de
cultivo 8 los SFEBs se recuperaron sobre una base de medio
en un tubo cbébnico de 15 mL y se dejd reposar a la
temperatura ordinaria durante 5 minutos para precipitar los

SFEBs. Este sobrenadante se aspird y se afiadieron un medio
DFK reciente y luego &cido retinoico 0.1 uM (Sigma-Aldrich)

y purmorfamina 0.5 puM (Miltenyi Biotec), vy después se

devolvieron al pocillo original y se cultivaron en una

incubadora de CO2 (5% de CO2, 37°C). El reemplazo de medio
se realizbé cada 2 dias. E1 dia de cultivo 12 los SFEBs se
recuperaron sobre una base de medio en un tubo cdénico de 15
mL y se dejd reposar a la temperatura ordinaria durante 5

minutos para precipitar los SFEBs. El sobrenadante se

aspiré y a las células se afladieron 500 uL de Accumax (MS
TechnoSystems), gque después se pipetearon varias veces Yy

luego se incubaron durante 5 minutos en una incubadora de

CO2 (37°C, 5% de CO2). Las células se recogieron de la
incubadora, se suspendieron en 5 mL de un medio DFK y se
pipetearon varias veces para dispersar las masas de células.
La suspensidén de células se disocid en células individuales
mediante filtracidén a través de un filtro de células
(Falcon) . Después, el numero de células se contd utilizando
una camara de recuento. La suspensidén de células se
recuperd en otro tubo cbénico de 15 mL y se centrifugd a

1000 rpm a temperatura ambiente durante 5 minutos. Una
suspensidén que tiene una densidad de células de 5.5 x 10°

células/mL se prepard con un medio de cultivo de neuronas

motoras (medio avanzado DMEM/F-12 (Invitrogen) :Neurobasal
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(Invitrogen) [1l:1] gque contiene suplemento B27 al 2%, suero

de caballo al 1%, L-glutamina 2 mM, 100 unidades/mL de
penicilina-100 png/mL de estreptomicina y P-mercaptoetanol

0.1 mmol/L) y se inoculd a razdn de 200 uL/pocillo en una
camara de 8 pocillos que contenia astrocitos de tipo

salvaje derivados de ratdn o astrocitos que expresan SODI1

humano variante (G93A) inoculados a razdén de 8 x 104
células/pocillo de antemano. Las células co-cultivadas
resultantes de los astrocitos y las neuronas motoras se
utilizaron en evaluacién (el establecimiento, la
congelacidén, descongelacidn, inoculacidn y el mantenimiento
y cultivo de los astrocitos de tipo salvaje vy los
astrocitos que expresan SOD1 humano variante (G93A) se
realizaron de la misma manera que en el Ejemplo 13). EI1
nimero de neuronas motoras observadas mediante el co-
cultivo de los astrocitos de tipo salvaje y las neuronas
motoras se utilizaron como control. Pra el grupo tratado
con féarmaco, los astrocitos que expresan SOD1 humano
variante (G93A) vy las neuronas motoras se co-cultivaron
bajo una condicidén que implica adicidén de vehiculo (IgG vy
agua ultra-pura al 0.1%), anticuerpo A (10, 30 y 100 nM),
el inhibidor de EphA4 péptido KYL (KYLPYWPVLSSL, 1, 3 y 10
UM, su sintesis se externalizd a Toray Research Center), o
EphA4-Fc (3, 10 y 30 nM, R&D systems). Después del cultivo
durante 2 dias a 37°C en un entorno de 5% de CO, bajo cada
una de las condiciones, las neuronas motoras se tifleron
inmunocitoquimicamente con un anticuerpo anti-ISL1
(obtenido de Developmental Studies Hybridoma Bank) vy
Hoechst 33342 (Molecular Probes). Células ISLl1/Hoechst

33342-copositivas por <cada pocillo se contaron como
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neuronas motoras vivas, y la tasa de supervivencia de las
neuronas motoras se calculd como % con respecto al control.
La FIG. 13 muestra una visidén esquemdtica simple que
muestra las etapas del sistema de evaluacidn.

La tasa de supervivencia de las neuronas motoras se
redujo significativamente (aproximadamente un 50%) en el
co-cultivo de astrocitos que expresan SOD1 humano variante
(G93A) /neuronas motoras derivadas de células 1PS humanas,
al igual que con el sistema de ensayo utilizando células ES
de ratén. E1 anticuerpo A suprimia, de una manera
dependiente de 1la concentracidén, la muerte de neuronas
motoras derivadas de células iPS humanas, inducida por 1los
astrocitos que expresan SODl1 humano variante (G93A) (Fig.
14). Se confirmé que el tratamiento con péptido KYL o
EphA4-Fc, al igual que con anticuerpo A, tiene un efecto
protector de neuronas motoras derivadas de células 1PS
humanas en este sistema experimental. Por consiguiente, se
demuestra que anticuerpo A fomenta también la supervivencia
de neuronas motoras inhibiendo la unidén entre EphA4 vy su
ligando en células humanas.

Ejemplo 15: Mapeo de epitopos del Dominio de Unidén a

Ligando de EphA4 (EphA4-1BD) mediante cristalografia por

rayos X

Con el fin de preparar un complejo de anticuerpo A-Fab
en el Ejemplo 5 y un antigeno EphA4-LBD, se prepard EphA4d-
LBD (Qin H. et al., J. Biol. Chem., 283: 29473-29484
(2008)). 1.33 'mol (950 ‘M, 1.4 ml) de EphA4-LBD y 0.9 -'mol
(150 ‘M, 6 ml) de anticuerpo A-Fab se mezclaron de modo que
EphA4-1BD tenia aproximadamente 1.5 veces la relacidn molar
de anticuerpo A-Fab. La mezcla se incubd en hielo durante

30 minutos. A continuacidén, la solucidén mixta se aplicd a
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HILOAD 26/60 Superdex 75 prep grade (GE Healthcare),
seguido de la elucidén con una solucidén tampdn para
cromatografia (Tris/HC1 25 mM (pH 7.5), NaCl 100 mM).
Fracciones que contenian el complejo se analizaron mediante
SDS-PAGE y fracciones muy  puras se recogieron y
concentraron en 34 mg/ml. Este concentrado se utilizd en la
cristalizacién.

La <cristalizacidén del complejo se realizd por el
método por difusidn de vapor de gota colgante utilizando un
aparato de cristalizacidédn automatico Hydra II Plus One
system (Matrix Technologies). La placa utilizada era MRC-2
(Molecular Dimensions). La composicidén de una solucidn de
depdésito era Tris/HC1 100 mM (pH 7.5 a 8.5) ¥
polietilenglicol 400 al 30%. Esta solucidén de depdsito y la
solucidén de complejo arriba descrita se mezclaron a una
relacién en volumen de 1:1 para preparar gotitas de
cristalizacién. La placa de cristalizacidén preparada se
dejbd reposar a 20°C.

Como resultado de realizar la cristalizacidédn bajo las
condiciones arriba descritas, se obtuvieron cristales que
tiene un grupo espacial de P212121, constante de red a de
70.0 angstrom, constante de red b de 82.3 angstrom vy
constante de red ¢ de 216.0 angstrom. Los datos de
difraccién en 2.1 angstrom se obtuvieron mediante la
incidencia del sincrotrdén de rayos X (1-0 angstrom) en los
cristales obtenidos. Los datos de difraccién se procesaron
con HKL2000 (HKL Research Inc.) y su determinacién de fases
se realizd por el método de reemplazo molecular. El método
de reemplazo molecular empleaba un programa PHASER (versidn
2.5.0, McCoy A.J. et al., J. Appl. Cryst. 40: 658-674
(2007)) contenido en CCP4 Software Suite (Proyecto
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computacional colaborativo numero 4, [CCP4] versidén 6.5.0,
Acta Cryst. D 67: 235-242 (2011)). Los modelos de busqueda
utilizados en el método de reemplazo molecular eran la
estructura del <cristal (PDBID:3CKH) de EphA4-IBD y la
estructura del cristal de Fab de un anticuerpo diferente
determinado en el pasado por los autores de la presente
invencidén. Se construydé un modelo molecular apropiado para
una densidad de electrones, obtenido a partir de la fase
determinada, utilizando un programa COOT (Emsley P. et al.,
Acta Cryst. D 00: 2126-2132 (2004)) y sometido a
refinamiento de la estructura utilizando un programa REFMAC
(Murshudov G.N., Acta Cryst. D 53: 240-255 (1997)).

De esta manera, la estructura cristalina del complejo
que tiene una resolucidén de 2.1 angstrom se obtuvo mediante
el cédlculo de la estructura (R = 0.234, Rlibre = 0.288).

La estructura cristalina obtenida del complejo
Fab/EphA4-1LBD se analizé wutilizando wuna herramienta de
deteccidén de la interaccidén instalada en un sistema gquimico
computacional MOE 2011.10 (Chemical Computing Group Inc.)
para identificar residuos aminodcidos en EphRA4-LBD que
interactuan directamente con Fab (FIG. 15). Como protocolo
de deteccidén se utilizaron configuraciones esténdares de
MOE. Los residuos aminoacidos identificados eran Ser58,
Met60, Gln71, Val72, Cys73, Thrl04, Argl06, Glnl56, Asploel,
Argl62, TIlel63, Cysl91 e 1Ilel%92. La FIG. 16 muestra la
estructura de la superficie de EphA4-1LBD, preparada
utilizando Maestro (versidn 10.0, Schrodinger) . Como
resultado, los autores de la presente invencidén concluyeron
que regiones que tienen estos residuos aminodcidos son

regiones de unidén a Fab de EphA4-1BD.
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Ejemplo 16: Preparacidén de anticuerpo humanizado de

anticuerpo A

Preparacidédn de anticuerpo EphA4 anti-humano humanizado

Se disefiaron regiones variables de cada uno de 1los
anticuerpos humanizados. Sobre la base de alta homologia
con las regiones de marco (FRs) de anticuerpo A, FRs de
cadena ligera de anticuerpo humano IGKV1-NL1*01 (SEQ ID NO:
50) o IGKV3D-15*01 (SEQ ID NO: 51) y JK1 (SEQ ID NO: 52) vy
FRs de cadena pesada IGHV/7-4-1*02 (SEQ ID NO: 53) vy JHG6
(SEQ ID NO: 54) se seleccionaron como FRs de anticuerpos
humanizados. Después, se predijeron los aminoacidos de FR
que interactian con los aminoacidos de CDR utilizando el
modelo de prediccidédn estructural 3D de anticuerpo A de
ratdén y se utilizaron en el injerto con CDRs (SEQ ID NOs:
26 a 30, y 31 a 33). A la vista de la potenciacidén de 1la
fosforilacién de EphA4 y la actividad de ADCC, una regidn
constante de cadena pesada de IgGz humana (SEQ ID NO: 62),
que tenia mutaciones C131S, C219S, V234A y G237A y dque
carecia de un residuo 1lisina C-terminal, o wuna regidn
constante de cadena pesada (SEQ ID NO: 60), gue contenia
CH1 derivada de IgGi humana y regidén bisagra, y CH2 y CH3
derivadas de IgG: que tenian mutaciones V234A y G237A y que
carecian de un residuo lisina C-terminal, se utilizd como

una regidén constante de cadena pesada. La regidn constante

de la cadena 1ligera de 1Igk humana (SEQ ID NO: 64) se
utilizé como una regidén constante de cadena ligera. HKI1
(SEQ ID NO: 72), HK2 (SEQ ID NO: 74), y HK4 (SEQ ID NO: 76)
se diseflaron como regiones variables de cadena pesada de
anticuerpo humanizado que portan CDRs injertadas (SEQ 1ID
NOs: 26, 28 y 30) determinadas por el método de definicidn
de Kabat. HA1l (SEQ ID NO: 66), HA2 (SEQ ID NO: 68), y HA4
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(SEQ ID NO: 70) se disefiaron como regiones variables de
cadena pesada de anticuerpo humanizado que portan CDRs
injertadas (SEQ ID NOs: 27, 29 y 30) determinadas por el
método de definicidédn AbM. L1-4 (SEQ ID NO: 78), L1-5 (SEQ
ID NO: 80), vy Ll-6 (SEQ ID NO: 82) se diseflaron como
regiones variables de cadena ligera de anticuerpo
humanizado utilizando IGKV1-NL1*01 y JK1. L2-4 (SEQ ID NO:
84) se disefilaron como una regidén variable de cadena ligera
de anticuerpo humanizado wutilizando IGKV3D-15*01 vy JKI.
Incidentalmente, en el disefio de las regiones constantes de
cadena pesada, la fosforilacidén de EphA4 se confirmdé de la
misma manera que la descrita en el Ejemplo 10.

Una secuencia de genes que codifica la secuencia de
aminodcidos de HK1l, HK2 o HK4 se sintetizdé convirtiendo la
secuencia de aminodcidos de CDRs de cadena pesada (SEQ ID
NOs: 26, 28 y 30) de anticuerpo A injertada en IGHV7-4-1*02
(SEQ ID NO: 53) y JH6 (SEQ ID NO: 54) con una secuencia
sefial (SEQ ID NO: 55) adicionalmente afiadida al extremo N,
en una secuencia de genes por GenScript USA Inc. vy
preparada mediante mutagénesis por PCR (HK1l: SEQ ID NO: 73,
HK2: SEQ ID NO: 75, HK4: SEQ ID NO: 77, secuencia sefal:
SEQ ID NO: 57). Una secuencia de genes que codifica 1la
secuencia de aminodcidos de HAl, HA2 o HA4 se sintetizd
convirtiendo la secuencia de aminoacidos de CDRs de cadena
pesada (SEQ ID NOs: 27, 29 y 30) de anticuerpo A injertada
en IGHV7-4-1*02 (SEQ ID NO: 53) y JH6 (SEQ ID NO: 54) con
una secuencia sefial (SEQ ID NO: 55) adicionalmente afiadida
al extremo N, en una secuencia de genes por GenScript USA
Inc. y preparada mediante mutagénesis por PCR (HAl: SEQ ID
NO: 67, HA2: SEQ ID NO: 69, HA4: SEQ ID NO: 71, secuencia

sefial: SEQ ID NO: 56). Los genes que codifican estas
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regiones variables de cadena pesada humanizadas %
secuencias seflal se 1insertaron en vectores de expresién
(pcDNA3.4) que contenian una secuencia de genes (SEQ ID NO:
63), que codifica la regidén constante de IgGz humana (SEQ
ID NO: 62), qgque tenia mutaciones C131S, C219S, V234A vy
G237A y que carecia de un residuo lisina C-terminal, o
vectores de expresidédn (pcDNA3.4) que contenia una secuencia
de genes (SEQ ID NO: 61), que codifica la regidn constante
(SEQ ID NO: 60), que contenia CH1 derivada de IgG: humana vy
bisagra y CH2 y CH3 derivadas de IgG: gque tienen mutaciones
V234A y G237A. Una secuencia de genes que codifica 1la
secuencia de aminoacidos de Ll1-4, L1-5 o L1-6 se sintetizd
convirtiendo la secuencia de aminodcidos de CDRs de cadena
ligera (SEQ ID NOs: 31 a 33) de anticuerpo A injertada en
IGKV1-NL1*01 (SEQ ID NO: 50) y JK1 (SEQ ID NO: 52) con una
secuencia sefial (SEQ ID NO: 58) adicionalmente afiadida al
extremo N, en una secuencia de genes por GenScript USA Inc.
y preparada mediante mutagénesis por PCR (L1-4: SEQ ID NO:
79, Ll1-5: SEQ ID NO: 81, Ll-6: SEQ ID NO: 83, secuencia
seflal: SEQ ID NO: 59). Una secuencia de genes que codifica
la secuencia de aminoacidos de L2-4 se sintetizéd
convirtiendo la secuencia de aminoacidos de CDRs de cadena
ligera (SEQ ID NOs: 31 a 33) de anticuerpo A injertada en
IGKV3D-15*01 (SEQ ID NO: 51) y JK1 (SEQ ID NO: 52) con una
secuencia sefial (SEQ ID NO: 58) adicionalmente afiadida al
extremo N, en una secuencia de genes por GenScript USA Inc.
y preparada mediante mutagénesis por PCR (L2-4: SEQ ID NO:
85, secuencia sefial: SEQ ID NO: 59). Los genes due
codifican estas regiones variables de cadena pesada
humanizadas y secuencias sefial se insertaron en vectores de

expresién (pcDNA3.4) gque contenian una secuencia de genes
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(SEQ ID NO: 65), que codifica 1la regidén constante Igk
humana (SEQ ID NO: 64). En este contexto, el término “C131S”
se refiere a una mutacidn que sustituye a cisteina en la
posicidén 131 de la numeracidén Eu por serina. El1 término
“C219S” se refiere a una mutacidn que sustituye a cisteina
en la posicidén 219 de 1la numeracién Eu por serina. EI
término “W234A” se refiere a una mutacidén que sustituye a
valina en la posicidén 234 de la numeracidn Eu por alanina.
El término “G237A” se refiere a una mutacidén que sustituye
a glicina en la posicidén 237 de 1la numeracidn Eu por
alanina. En este contexto, la CHl se refiere a una regidn
desde las posiciones 118 a 215 de la numeracidén Eu en la
regidén constante de IgG humana. La regidén Dbisagra se
refiere a una regidn desde las posiciones 216 a 230 de la
numeracién Eu en la regidédn constante de IgG humana. La CH2
se refiere a una regidén desde las posiciones 231 a 340 de
la numeracién Eu en la regidén constante de IgG humana. La
CH3 se refiere a una regidén desde las posiciones 341 a 446
de la numeracién Eu en la regidédn constante de IgG humana.
Con el fin de producir estos anticuerpos humanizados, 1los
vectores de expresidén arriba descritos se utilizaron en
combinacidén tal como se muestra en la Tabla 5, utilizando
el sistema de expresién Expi293 (Gibco/Thermo Fisher
Scientific) para transfectar células Expi293F (Gibco/Thermo
Fisher Scientific). Cada wuno de los sobrenadantes se
recuperd y purificdé utilizando proteina A (GE Healthcare).

[Tabla 5]
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Cadena L Cadena H
Regidn
Regidén variable Regidén variable
constante
Secue Secue Secue
Antic ncia ncia ncia
uerpo Secuen de Secuen de Secuen de
human cia de | 4cido cia de | 4cido | cia de | &cido
izado | Nom | aminoé S Nom | aminoéa S aminoé S
N©° bre cidos | nucle | bre cidos | nucle | cidos | nucle
(SEQ icos (SEQ icos (SEQ icos
ID NO) (SEQ ID NO) (SEQ ID NO) (SEQ
ID ID ID
NO) NO) NO)
Ll1-
75 78 79 HA1 06 67
4
Ll1-
76 78 79 HA2 68 69
4
Ll-
o7 78 79 HA4 70 71
4
Ll-
77 78 79 HK1 72 73
4
Ll- 60 6l
78 78 79 HK?2 74 75
4
Ll-
069 78 79 HK4 76 77
4
Ll-
81 80 81 HA1 06 67
5
Ll-
82 80 81 HA?2 08 09
5
83 Ll- 80 81 HA4 70 71
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5
Ll-
84 80 81 HK1 72 73
5
Ll-
85 80 81 HK?2 74 75
5
Ll-
86 80 81 HK4 76 77
5
Ll-
87 82 83 HA1l 66 67
6
Ll-
88 . 82 83 HA2 68 69
Ll-
89 82 83 HA4 70 71
6
Ll-
90 82 83 HK1 72 73
6
Ll-
91 82 83 HK2 74 75
6
Ll-
92 82 83 HK4 76 77
6
L2-
93 84 85 HAl 66 67
4
L2-
94 84 85 HA2 68 69
4
L2-
71 84 85 HA4 70 71
4
L2-
95 84 85 HK1 72 73
4
L2-
96 84 85 HK2 74 75
4
73 L2- 84 85 HK4 76 77
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4
Ll-
139 78 79 HAL 66 67
4
Ll-
140 78 79 HA2 68 69
4
Ll-
138 78 79 HA4 70 71
4
Ll-
141 78 79 HK1 72 73
4
Ll-
142 78 79 HK2 74 75
4
Ll-
143 78 79 HK4 76 77
4
Ll-
152 80 81 HAL 66 67
5
Ll- 62 63
153 80 81 HA2 68 69
5
Ll-
151 80 81 HA4 70 71
5
Ll-
154 80 81 HK1 72 73
5
Ll-
145 80 81 HK2 74 75
5
Ll-
155 80 81 HK4 76 77
5
Ll-
157 82 83 HAT 66 67
6
Ll-
158 ‘ 82 83 HA2 68 69
156 Ll- 82 83 HA4 70 71
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6
Ll-
144 82 83 HK1 72 73
6
Ll-
159 82 83 HK2 74 75
6
Ll-
160 82 83 HK4 76 77
6
L2-
133 84 85 HA1 66 67
4
L2-
134 84 85 HA2 68 69
4
L2-
132 84 85 HA4 70 71
4
L2-
135 84 85 HK1 72 73
4
L2-
136 84 85 HK2 74 75
4
L2-
137 84 85 HK4 76 77
4
Ejemplo 17: Afinidad de anticuerpo humanizado

monoclonal anti-EphA4 por EphA4 humana

La afinidad de unién de cada uno de los anticuerpos
humanizados monoclonales anti-EphA4 obtenida en el Ejemplo
16 para EphA4 humana se determindé mediante resonancia
plasménica de superficie (SPR) utilizando Biacore T200 (GE
Healthcare). Primero, para el ensayo de anticuerpo A, un
anticuerpo IgG: anti-ratén de rata, producido con un
procedimiento convencional al inmunizar ratas con
anticuerpo IgG: de ratdn se inmovilizd en el chip sensor de
CM5. La inmovilizacidén del anticuerpo IgGl anti-ratdédn de

rata en el chip sensor de CM5 se realizd mediante el método
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de acoplamiento de aminas utilizando N-hidroxisuccinimida
(NHS) e hidrocloruro de N-etil-N'—-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) . Se utilizd
etanolamina para el bloqueo (el chip sensor y los reactivos
para la inmovilizacidén se fabricaron todos por GE
Healthcare). El1 anticuerpo se diluydé con una solucidn
tampdén para la inmovilizacidn (acetato de sodio 10 mM, pH
4.5) y se inmovilizdé en el chip sensor de acuerdo con el

protocolo unido a Biacore T200. Para el ensayo de cada uno
de los anticuerpos monoclonales humanizados se utilizd un
chip de proteina A (GE Healthcare, 29-1383-03). Anticuerpo
A o el anticuerpo monoclonal humanizado se diluyd con una
solucidén de tampdn de desarrollo HBS-EP (GE Healthcare), se
inyectd en sdélo la celda de flujo 2 durante 120 segundos y
se capturd (cantidad capturada: aproximadamente 30 a 60 RU).
Subsiguientemente, proteina de la regidén extracelular de
EphA4 humana-SEAP-His, diluida en serie en el intervalo de
50, 1¢6.7, 5.6, 1.9 y 0.6 nM utilizando HBS-EP se afiadid
secuencialmente desde los lados de concentracidén baja a
alta sin operacidén de regeneracidn. Curvas de la reaccidn
de unidén se observaron secuencialmente en el momento de la
adicidén (fase de asociacidédn, durante 120 s) y después de la
completar de la adicién (fase de disociacidén, durante 900

s) . Después de la completar cada una de las observaciones,

el chip sensor se regenerd mediante la adicidén de MgCl, 3 M
(durante 60 s) o Glicina-HCl1 10 mM pH 1.5 (durante 30 s).

Las curvas de la reaccidén de unidbn obtenidas se sometieron
a un analisis de ajuste con modelos de unidén 1:1 utilizando
la evaluacidén del software BIA wunido al sistema para
calcular la afinidad (KD = kd / ka) para EphA4 humana
(Tabla 6).
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Se encontrd gque todos los anticuerpos humanizados
descritos en la Tabla 5 exhibian afinidad sustancialmente

equivalente a su anticuerpo A parental (Tabla 6).

[Tabla 6]
anticuerps humanizado ka kd KD Rmax1 Chi
e 1/Ms 1/5 M RU RLE
15 J6EH05 | 42E-04 | 1.2E-08 29 017
76 J3E+05 | A4 E-04 | 1.0E-08 29 0.18
67 J3E+05 | 35E-04 | 1.1.E-09 28 015
7 41.E405 | S.BE-04 | 14E-08 27 0.20
18 JAEH05 | A0E-04 | 1.1.E-08 30 017
L] JA4EH05 | 37 E-04 | 1.1.E-08 29 0.19
81 JAEHS | S4E-04 | 1.6E-09 24 012
a2 29E+05 | 46E-04 | 1.6E-08 24 010
83 20E+05 | 54E-04 | 1.9E-09 20 0.06
a4 J5E+05 | SBE-04 | 1.7E-08 25 013
85 31.E+05 | 50E-04 | 1.6E-09 26 D12
] J1.E#05 | 46E-04 | 1.5E-08 26 0.13
87 35E+05 | 5.1.E-04 | 1.5E-08 27 012
88 JOEH0S | 42 FE-04 | 14E-09 26 0.13
89 31.E+05 | 4.1.E-04 | 1.3E-08 24 013
90 J6EH05 | 5.5E-04 | 1.5E-09 27 0.14
E] 33EH05 | 44E-04 | 1.3E-08 25 013
92 J3EH5 | 43E-04 | 1.3E-09 27 016
93 JI1EHS | 24E-04 | 7.7E-1D 24 010
a4 26E+05 | 24E-04 | 95E-10 25 0.06
i ZBEHS | 23E-04 | B2ZE-TD 25 0.08
95 J0E+05 | 3.1.E-04 | 1.0E-09 27 0.08
96 27E#05 | 31E-04 | 1.1.E-08 28 0.07
13 2OE+05 | 27E-04 | 9.3E-10 27 0.09
139 37EH5 | 5.3E-04 | 14E-08 29 015
140 J2E405 | 43E-04 | 14E-08 29 012
138 JIEH5 | 4.3E-04 | 1.3E-09 29 012
141 JOE+05 | 6.2E-04 | 1.6E-08 26 0.14
142 JAEH05 | S0E-04 | 1.5E-09 28 012
143 3.5E+05 | 5.1.E-04 | 1.5E-08 26 012
152 40E+05 | 8.2 E-04 | 20E-09 23 0.09
153 2ZBEHS | GOE-O4 | 21E-08 24 0.07
151 32E+05 | 5.3E-04 | 1.7E-09 26 013
154 J9E+05 | 85E-04 | 22 E-08 24 010
14% 33EH05 | 6.5E-04 | 20E-08 27 0.1
155 J3EH05 | 64E-04 | 1.9E-08 27 011
157 J5E+05 | 6BE-04 | 20E-08 24 0.09
158 J1.E+05 | 6.1.E-04 | 1.9E-09 24 0.06
156 31.E+05 | 56E-04 | 1.BE-08 24 0.08
144 40E+05 | 78 E-04 | 20E-09 23 0.09
159 J1.EH05 | 6.1E-04 | 20E-08 22 0.07
160 J2E+05 | 6.1.E-04 | 1.9E-09 25 0.06
133 J0E+05 | 3.2 E-04 | 1.1.E-08 26 0.07
134 26EH05 | 32 E-04 | 1.2E-08 24 0.06
132 27EH0S5 | 31E-04 | 1.2E-09 26 0.06
13% 32E405 | 40E-04 | 1.3E-08 26 0.08
136 20E+05 | 30E-04 | 1.4E-09 25 0.07
137 29E+05 | 3BE-04 | 1.3E-08 27 0.09
anticuerpo A 42E+05 | 25E-04 | 6.0E-10 a7 0.19
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Ejemplo 18: Actividad inhibidora de 1la unidén EphA4

humana-ligando humano de anticuerpo monoclonal humanizado

anti-EphA4

Cada uno de los anticuerpos monoclonales humanizados
anti-EphA4 obtenido en el Ejemplo 16 se evalud en cuanto a
su actividad inhibidora contra la unidén entre EphA4 humana
y su ligando humano de acuerdo con las siguientes etapas.
Cada uno de los pocillos de una placa de 96 pocillos (Nunc)
se recubridé con un anticuerpo anti-fosfatasa alcalina

(Thermo Fisher Scientific). Después de la incubacidn

durante la noche a 4°C, cada uno de los pocillos se bloqued
con 1% de BlockAce (DS Pharma Biomedical) a la temperatura
ambiente durante 1 hora. Después de lavar con Tween 20/PBS
al 0.05% (Thermo Fisher Scientific) durante tres veces, se
afiadié la proteina de la regidén extracelular de EphA4
humana-SEAP-His obtenida por el método del Ejemplo 2
(concentracién final: 10 nM) a cada uno de los pocillos y
se incubdé a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de
lavar durante tres veces, se afladieron a cada uno de 1los
pocillos wun ligando vy <cada uno de los anticuerpos
humanizados diluidos en serie de anticuerpo A (0, 0.003,
0.0, o0.03, 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100, 300, 1000 vy 3000
nM). El1 1ligando utilizado era qguimera de Efrina A5-Fc
humana biotinilada (R&D Systems, concentracién final: 0.7
nM) . Después de incubacidén a temperatura ambiente durante 1
hora vy del subsiguiente lavado durante tres veces, se
afladié a ello estreptavidina marcada con peroxidasa de
rabano picante (GE Healthcare) y se incubd a temperatura
ambiente durante 1 hora. Después de lavar tres veces, se
afiadié una disolucién de TMBZ (3,3',5,5"-

tetrametilbencidina, Sigma-Aldrich) a cada uno de 1los



10

15

20

25

30

105

pocillos y se incubdé a temperatura ambiente durante 2
minutos. A cada uno de los pocillos se afiadid® una cantidad
igual de una disolucidén de parada de la reaccidn (H2S04, 1IN
Wako Pure Chemical Industries). La absorbancia a 450 nm se
leyd utilizando un lector de microplacas (PerkinElmer).

Se encontrdé que todos los anticuerpos humanizados
descritos en la Tabla 5 exhibian afinidad sustancialmente
equivalente a su anticuerpo A parental (Tabla 7).

[Tabla 7]
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anticusrpo humanizado CI50
N® nkd
75 29
76 29
67 4.4
7 3.5
78 28
G4 3.1
81 4.0
gz 4.1
83 3.7
g4 4.8
g5 4.0
i 4.0
g7 3.0
8a 3.6
g4 4.3
a0 4.5
91 4.9
92 3.5
53 25
54 27
71 2.5
95 3.1
96 3.7
73 2.4
139 3.3
140 24
138 29
141 3.0
142 3.7
143 5.3
152 20
153 23
151 20
154 25
145 3.7
155 24
157 26
158 28
156 25
144 3.6
159 26
160 22
133 3.0
134 3.0
132 3.1
135 25
136 25
137 25

Ejemplo 19: Selectividad de

anticuerpo

monoclonal

humanizado anti-EphA4 para el receptor de Eph humano

De acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 7, una

secuencia de ADN que

codifica la

secuencia

sefial y 1la
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regién extracelular de cada uno de los receptores de Eph
humanos (EphAl, EphA2, EphA3, EphA4, EphA5, EphA6, EphA7,
EphA8, EphAlO, EphBl, EphB2, EphB3, EphB4 vy EphB6) se
amplificdé mediante RT-PCR utilizando ARN total derivado de
tejido y se clondé en un vector pENTR1IA (Invitrogen/Life
Technologies) que tiene una secuencia de ADN que codifica
proteina SEAP y etiqueta de histidina. A continuaciédn, la
secuencia de ADN que codifica 1la secuencia sefial y la
regidén extracelular de cada uno de receptor de Eph, Fc y
etiqueta de histidina se transfirieron a un vector
pcDNA3.1 rfcB a través de una reaccidén LR utilizando el
Sistema Gateway (Invitrogen/Life Technologies) para
construir un vector para la expresidén de una proteina de la
regidén extracelular de cada uno de los receptores de Eph
humanos condensados con la proteina SEAP y la etiqueta His
(a la que se alude como “proteina de la regidén extracelular
del receptor de Eph-SEAP-His”) (a este vector se le alude
como (vector de expresidén de la proteina de la regidn
extracelular del receptor de Eph-SEAP-His”).

A continuacién, cada uno de los vectores de expresidn
de la proteina de la regidén extracelular del receptor de
Eph humana-SEAP-His se transfirié a células Expi293F
(Gibco/Thermo Fisher Scientific) utilizando el sistema de
expresién Expi293 (Gibco/Thermo Fisher Scientific). Después
de la incubacidén, (5% de COz, 37°C) durante 5 dias, el
sobrenadante del cultivo se recuperd y centrifugd a 1500
rpm a temperatura ambiente  durante 5 minutos. El
sobrenadante de la centrifugacidén se filtrd a través de un
filtro de 0.45-um (Merck Millipore).

Cada uno de 1los anticuerpos monoclonales humanizados

anti-EphA4 obtenido en el Ejemplo 16 se evalud en cuanto a
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su actividad inhibidora contra el receptor de Eph humana de
acuerdo con las siguientes etapas.

Cada uno de los pocillos de una placa de 96 pocillos
(Nunc) se recubrid con un anticuerpo anti-6-His de conejo
(Bethyl Laboratories). Cada uno de los pocillos se bloqued
a temperatura ambiente durante 1 hora y luego se incubbd

durante la noche con BlockAce al 1% (DS Pharma Biomedical)

a 4°C. Después de lavar tres veces con Tween 20/PBS al 0.05%
(Nacalai Tesque), se afiadid la proteina SEAP-His de EphAl,
EphA2, EphA3, EphA4, EphA5, EphA6, EphA7, EphA8, EphAlOQ,
EphBl, EphB2, EphB3, EphB4 o EphB6 humana (concentracién
final: 1 nM) a cada uno de los pocillos y se incubd a
temperatura ambiente durante 1 hora. Después de lavar tres
veces, se afiadid el anticuerpo humanizado a cada uno de los
pocillos y se incubdé a temperatura ambiente durante 1 hora.
Después de lavar tres veces, se afiadidé a ello un anticuerpo
IgG anti-ratdé]n de burro marcado con peroxidasa de rabano
picante (Jackson ImmunoResearch Laboratories) y se incubd a
temperatura ambiente durante 1 hora. Después de lavar tres
veces, se afiadié a cada uno de los pocillos TMB Microwell
Peroxidase Substrate System (Kirkegaard & Perry
Laboratories (KPL)) Después de la confirmacién de un
desarrollo de color moderado, a cada uno de los pocillos se
afiadidé una cantidad igual de una disolucidén de parada de 1la
reaccidén (H2S04, 1N Wako Pure Chemical Industries). La
absorbancia a 450 nm se leyé utilizando un lector de
microplacas (Thermo Fisher Scientific).

Los porcentajes con respecto a la absorbancia a 450 nm
para EphA4 humana (hEphA4-SEAP-His) como 100% se resumen en
la Tabla 8. Como resultado, se encontrdé que todos 1los

anticuerpos humanizados descritos en la Tabla 5 se unian
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especificamente a EphA4 humana

anticuerpo A parental

[Tabla 8]

(Tabla 8).

al

igual

que

con

Su
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anticuerpo SEAP-Hid hEphAl1- | hEphA2- | hEphA3- | hEphAd4- | hEphAS— | hEphAB— | hEphAT- | hEphAB- | hEphA10 | hEphB1- | hEphB2- | hEphB3- | hEphB4- | hEphB&—-
humanizado SEAP- | SEAP- | SEAP- | SEAP- | SEAP- | SEAP- | SEAP- | SEAP- | -SEAP- | SEAP- | SEAP- | SEAP- | SEAP- | SEAP-
75 44 47 46 48 100 47 83 47 48 44 44 45 47 46 47
76 5.9 5.1 48 48 100 5.3 7.9 48 5.5 417 4.9 49 50 5.2 5.2
67 5.0 4.6 4.6 4.8 100 48 7.3 417 47 4.6 4.5 47 49 49 47
17 47 45 4.5 4.5 100 44 60 4.3 48 45 46 45 4.6 45 45
78 5.3 6.6 49 5.1 100 5.1 10.0 50 54 5.2 5.0 51 52 5.1 5.2
69 B.1 57 5.5 5.4 100 5.6 a5 53 55 5.4 5.6 55 59 55 5.6
B 5.0 44 48 5.0 100 4.9 88 5.2 5.2 4.8 49 30 49 5.0 5.0
B2 5.9 5.4 54 5.4 100 6.5 B7 5.4 5.8 5.4 5.4 56 5.6 5.7 5.5
B3 6.5 5.7 5.8 5.7 100 5.8 1.5 5.5 6.0 5.6 5.6 5.6 5.7 5.7 5.8
B4 5.1 5.2 49 49 100 5.0 6.0 48 53 5.1 5.2 49 48 54 419
85 5.3 5.0 51 5.1 100 5.0 6.2 48 55 5.0 5.0 51 52 52 5.2
Bb 6.1 2.9 3.7 5.8 100 5.7 B6 5.6 8.7 5.6 5.7 3.7 5.9 3.8 5.7
87 5.5 5.3 54 5.5 100 5.4 6.4 53 5.7 5.2 5.3 54 5.5 5.5 5.3
88 6.1 5.8 5.8 6.0 100 5.9 1.5 6.0 6.2 5.8 6.1 60 6.3 6.1 6.1
89 5.8 5.5 5.6 5.8 100 5.8 B4 5.4 57 5.7 5.7 57 5.7 5.8 48
90 5.2 51 52 5.2 100 5.1 76 49 5.4 5.1 49 59 5.1 5.0 5.2
91 6.4 58 6.1 6.6 100 6.4 88 5.6 6.2 8.5 6.6 10 10 6.2 6.3
92 6.9 7.0 6.9 6.5 100 6.8 9.6 6.4 6.7 6.6 6.9 6.6 639 6.6 6.9
93 5.0 5.0 50 5.1 100 4.9 1.1 49 5.0 49 5.0 5.0 5.1 5.0 49
94 6.7 6.5 6.4 6.8 100 6.5 B6 6.1 1.0 6.4 6.7 10 6.7 6.9 6.4
Fl 5.6 5.6 517 5.6 100 5.6 92 52 53 5.3 5.4 55 5.5 55 5.3
a5 44 45 42 4B 100 48 70 44 44 45 48 47 4.6 46 47
96 5.5 5.8 53 5.5 100 6.0 o8 53 54 53 5.6 55 5.6 5.5 5.5
13 5.8 6.0 5.7 5.8 100 6.0 74 5.6 5.8 5.6 5.7 56 5.8 5.7 5.6
139 5.7 5.7 59 5.9 100 5.7 10.0 5.5 6.0 5.5 5.5 57 5.6 5.7 5.9
140 5.4 5.5 5.3 5.5 100 5.4 108 52 54 5.2 53 53 5.4 54 5.2
138 5.1 5.2 5.0 49 100 5.1 10.2 49 54 5.0 5.1 52 5.1 52 5.0
141 5.0 5.3 5.2 53 100 5.3 9.0 3.3 5.5 5.2 5.4 5.2 52 5.4 5.4
142 5.8 5.6 56 5.5 100 5.7 9.7 5.5 5.7 5.4 5.6 56 5.6 5.7 5.6
143 6.3 6.0 5.7 5.6 100 6.1 99 5.8 6.0 5.2 5.9 5.8 5.9 59 5.6
152 5.4 5.8 58 5.8 100 5.8 B3 517 6.0 5.8 5.9 58 6.0 590 5.9
153 5.9 6.3 6.0 6.1 100 6.1 B7 62 6.1 6.0 6.0 59 5.9 6.0 6.2
151 6.8 71 69 6.9 100 1.0 99 68 6.9 6.6 6.8 70 7.3 714 71
154 6.3 6.4 6.2 6.2 100 6.3 B4 6.3 5.5 5.9 6.3 6.2 6.2 6.4 6.4
145 6.4 6.7 6.5 6.6 100 6.6 B.6 6.3 6.6 6.9 6.5 6.7 6.7 6.7 6.6
155 5.8 5.5 3.5 5.6 100 5.6 1.2 5.6 5.5 5.4 5.4 3.5 5.5 5.7 5.6
157 B.1 6.2 6.3 6.4 100 B.1 9.0 6.0 6.0 6.1 6.1 52 64 6.5 6.3
158 6.3 6.5 6.7 6.5 100 6.7 10.0 6.3 6.4 6.4 6.2 63 6.5 6.9 6.3
156 5.4 5.7 5.5 5.7 100 5.7 B9 5.6 55 5.3 5.4 55 5.6 56 5.7
144 5.7 5.6 5.6 5.7 100 5.6 B1 56 5.8 8.7 5.7 5.7 5.8 5.7 5.9
159 5.3 5.4 54 5.4 100 5.5 76 5.5 5.5 5.3 5.3 54 5.5 5.4 5.5
160 6.3 6.5 6.1 6.2 100 6.5 87 6.1 54 5.0 6.1 6.2 6.2 6.3 6.2
133 47 49 47 50 100 47 B3 46 47 47 46 46 47 49 48
134 5.1 5.1 5.0 50 100 5.2 9.6 al 5.7 5.0 5.1 3 5.2 8.1 5.2
132 4.9 43 48 48 100 4.7 9.7 4.5 47 41 4.8 47 47 48 4.7
135 5.3 5.2 50 5.0 100 5.0 7.0 52 5.0 5.1 5.1 50 50 5.1 5.3
136 5.2 5.3 51 5.2 100 5.2 7.2 54 54 5.2 5.2 53 5.5 5.2 5.5
137 5.0 6.1 5.4 5.6 100 5.7 71 58 50 5.8 58 56 5.7 57 5.7
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Ejemplo 20: Efecto protector de neuronas motoras del

anticuerpo monoclonal humanizado anti-EphA4 en modelo ELA

in vitro derivado de células 1PS humanas

Células iPS humanas se mantienen y cultivan de acuerdo
con las siguientes etapas. Células 1iPS humanas (201B7),
crioconservadas en nitrégeno ligquido utilizando Stem cell
banker (TAKARA), se recogieron de la fase gaseosa de
nitrégeno liquido e inmediatamente se suspendieron vy
descongelaron en 5 mL de un medio de cultivo de células iPS

humanas (Essential 8, Thermo Fisher Scientific) pre-

calentado a 37°C. La suspensién de células se recupera en
un tubo cdénico de 15 mL (Falcon) y se centrifuga (1000 rpm,
5 min, temperatura ambiente), seguido de la separacidn del

sobrenadante. Las células se suspenden en un medio reciente
y luego se diseminan a una placa de cultivo celular de ¢60
mm (Falcon BD) recubierta con 0.5 pg/cm? de vitronectina

recombinante humana (Invitrogen) de antemano. 10 pM de Y-
27632 (Wako Pure Chemical Industries) se afladen a ello vy

las células se mantienen y cultivan en una incubadora de

CO2 (5% de COz, 37°C). El reemplazo de medio se realiza cada
dia y las células se someten al experimento cuando alcanzan
la confluencia.

El efecto protector de 1las neuronas motoras del
anticuerpo monoclonal humanizado anti-EphA4 obtenido en el
Ejemplo 16 en el modelo de ELA in vitro se evalua de
acuerdo con las siguientes etapas. El medio de cultivo de
las células i1iPS humanas mantenidas y cultivadas se aspira y
las células se lavan con 2 mL de PBS (Wako Pure Chemical

Industries). Después de la aspiracidén de PBS, se afiaden 500

pL de EDTA 0.5 mM a las células, las cuales se incuban

después durante 2 a 3 minutos en una incubadora de CO2 (5%
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de COz, 37°C) (las células se confirman bajo un microscopio

cada 30 segundos, y la incubacidén se interrumpe cuando se
debilitd la asociacidn intercelular). La reaccidén de EDTA
se termina mediante suspensién en 5 mL de un medio de
cultivo de células 1iPS humanas, y las células se recuperan
en un tubo cénico de 15 mL. Las células se centrifugan a
1000 rpm a temperatura ambiente durante 5 minutos y el
sobrenadante se aspira. La suspensién de células que
contiene masas de células 1iPS humanas se inocula en una
cantidad de aproximadamente 1/10 por pocillo en una placa
de cultivo de células de 6 pocillos de baja adhesidn
(Nunclon Sphere, Nunc) y se cultiva en una incubadora de
CO2, (5% de CO, 37°C) wutilizando un medio DFK (medio
avanzado DMEM/F-12 (Invitrogen) :Neurobasal (Invitrogen)
[1:1] que contiene suplemento B27 al 2%, reemplazo de suero
KnockOut al 5% (Invitrogen), L-glutamina 2 mmol/L, 100

unidades/mL de penicilina-100 pg/mL de estreptomicina y 0.1

mmol/L de P-mercaptoetanol) complementado con SB431542 2 uM
(Sigma-Aldrich), LDN193189 300 nM (Sigma-Aldrich) y

CHIR99021 3 pM (Sigma-Aldrich). El reemplazo de medio se
realiza cada 2 dias mediante el siguiente método. Primero,
agregados de células (SFEBs) diferenciados en células 1PS
humanas se recuperan sobre una base de medio en un tubo
cébnico de 15 mL vy se deja reposar a la temperatura
ordinaria durante 5 minutos para precipitar las masas de
células. Este sobrenadante se aspira y se afiaden un medio
DFK reciente y SB431542 2 uM (Sigma-Aldrich), LDN193189 300
nM (Sigma-Aldrich, CHIRS99021 3 upuM (Sigma-Aldrich) y luego
se devuelven al pocillo original para el reemplazo del
medio. El1 dia de cultivo 8 los SFEBs se recuperan sobre una

base de medio en un tubo cénico de 15 mL y se deja reposar
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a la temperatura ordinaria durante 5 minutos para

precipitar los SFEBs. Este sobrenadante se aspira y se
afiaden un medio DFK reciente y luego acido retinoico 0.1 uM

(Sigma-Aldrich) y purmorfamina 0.5 uM (Miltenyi Biotec), vy

después se devuelven al pocillo original y se cultivan en

una incubadora de CO2 (5% de COz, 37°C). El1 reemplazo de
medio se realiza cada 2 dias. El dia de cultivo 12 1los
SFEBs se recuperan sobre una base de medio en un tubo
cbnico de 15 mL vy se deja reposar a la temperatura
ordinaria durante 5 minutos para precipitar los SFEBs. El
sobrenadante se aspira y a las células se afladen 500 pL de
Accumax (MS TechnoSystems), que después se pipetean varias
veces vy luego se 1incuban durante 5 minutos en una
incubadora de COz (5% de COz, 37°C). Las células se recogen
de la incubadora, se suspenden en 5 mL de un medio DFK y se
pipetean varias veces para dispersar las masas de células.
La suspensidén de células se disocia en células individuales
mediante filtracidén a través de un filtro de células
(Falcon) . Después, el numero de células se cuenta
utilizando una cémara de recuento. La suspensién de células
se recupera en otro tubo cdénico de 15 mL y se centrifuga a
1000 rpm a temperatura ambiente durante 5 minutos. Una
suspensidén que tiene una densidad de células de 5.5 x 10°
células/mL se prepara con un medio de cultivo de neuronas
motoras (medio avanzado DMEM/F-12 (Invitrogen) :Neurobasal
(Invitrogen) [1l:1] gue contiene suplemento B27 al 2%, suero
de caballo al 1%, L-glutamina 2 mmol/L, 100 unidades/mL de

penicilina-100 pg/mL de estreptomicina y 0.1 mmol/L de B-

mercaptoetanol) y se inocula a razdén de 200 uL/pocillo en

una camara de 8 pocillos que contiene astrocitos de tipo
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salvaje derivados de ratdn o astrocitos que expresan SOD1

humano wvariante (G93A) 1inoculados a razdn de 8 x 10%
células/pocillo de antemano. Las células co-cultivadas
resultantes de los astrocitos y las neuronas motoras se
utilizan en evaluacién (el establecimiento, la congelaciédn,
descongelacién, inoculacién y el mantenimiento y cultivo de
los astrocitos de tipo salvaje vy los astrocitos que
expresan SOD1 humano variante (G93A) se realizan de la
misma manera que en el Ejemplo 13). El numero de neuronas
motoras observadas mediante el co-cultivo de los astrocitos
de tipo salvaje y las neuronas motoras se utilizan como
control. Para el grupo tratado con farmaco, los astrocitos
que expresan SOD1 humano variante (G93A) y las neuronas
motoras se co-cultivan bajo una condicién que implica la
adicidén de vehiculo (IgG y agua ultra-pura al 0.1%) y el

anticuerpo humanizado. Después del cultivo durante 2 dias a

37°C en un entorno de 5% de CO2 bajo cada una de las
condiciones, las neuronas motoras se tifien
inmunocitoquimicamente con un anticuerpo anti-ISL1
(obtenido de Developmental Studies Hybridoma Bank) vy
Hoechst 33342 (Molecular Probes). Células ISLl1/Hoechst
33342-copositivas por cada pocillo se cuentan como neuronas
motoras vivas, y la tasa de supervivencia de las neuronas
motoras se calcula como % con respecto al control.

La tasa de supervivencia de las neuronas motoras se
reduce significativamente en el co-cultivo de neuronas
motoras derivadas de astrocitos que expresan SOD1 humano
variante (G93A)/células 1PS humanas. El anticuerpo
humanizado descrito en la Tabla 5 suprimia, de una manera

dependiente de la concentracidédn, la muerte de neuronas

motoras derivadas de células 1PS humanas, inducida por los
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astrocitos que expresan SOD1 humano variante (G93A). Por

consiguiente, se demuestra que el anticuerpo monoclonal
humanizado anti-EphA4 fomenta la supervivencia de neuronas
motoras en células humanas.

Aplicabilidad industrial

La presente invencidédn puede proporcionar un anticuerpo
anti-EphA4 o un fragmento de unién a EphA4 del mismo que es
capaz de unirse a EphA4 e inhibir la unidén entre EphA4 y su
ligando, y una composicidén farmacéutica que comprende el
anticuerpo anti-EphA4 o el fragmento de unién a EphA4 del
mismo como un ingrediente activo. El1 anticuerpo o la
composicién farmacéutica de acuerdo con la ©presente
invencién puede ser Util en el tratamiento de enfermedades
provocadas por la unidén entre EphA4 y su ligando, por
ejemplo, ELA.

Se hace constar que con relacidén a esta fecha, el
mejor método conocido por la solicitante para llevar a la
practica la citada invencidén, es el que resulta claro de la

presente descripcidén de la invenciodn.



