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Anticuerpo anti-EphA4 humano

Campo técnico
[0001]

La presente invencion se refiere a un anticuerpo que se une
a EphA4, un &cido nucleico que codifica para el anticuerpo, un
vector que comprende el acido nucleico, una célula que comprende
el vector, un método de produccion del anticuerpo, Yy una
composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo.

Estado de la técnica
[0002]

EphA4 es un miembro del receptor de la familia tirosina
quinasa. Se conocen efrina tipo A y tipo B como ligandos para
EphA4, y cuando EphA4 se une con la efrina, que es un ligando de
la misma, se induce una sefial de des-adhesi6én. Hasta ahora, se ha
sugerido la implicacion de EphA4 en la patologia de la enfermedad
de Alzheimer (a continuacion en el presente documento, también
denominada "AD") (Bibliografias no de patentes 1-4), y se ha
informado que la inhibicidon de la unién entre EphA4 y efrina
rescata la disfuncién de neurotransmision mediada por oligdémero
amiloide B (AB)a-a»(Bibliografia de patentes 1). En AD, se cree
que los agregados (ovillos neurofibrilares) formados por tau
excesivamente fosforilados estan implicados en la muerte de las
células nerviosas (Bibliografia no de patentes 5), y también se
ha informado que la supresion de la fosforilacion de tau suprime
la neurodegeneracién de la desaparicion de la sinapsis
(Bibliografia no de patentes 6 y Bibliografia no de patentes 7),
asi como también mejora los déficits de memoria o la disfuncion
cognitiva (Bibliografias no de patentes 8-11). Hay informes que
sugieren que la activacidéon de CDK5 es una causa de fosforilacion
de tau (Bibliografia no de patentes 12 y Bibliografia no de
patentes 13). Un ratén modificado genéticamente que expresa una
mutacion P301L que se ha encontrado en la demencia frontotemporal
familiar (ratén rTg4510) es un ratén modelo AD, y de manera similar
a AD, se encuentran hiperfosforilacion de tau y acumulacion
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anormal de tau en células neuronales en el raton. En el ratén
rTg4510, los ovillos neurofibrilares, una caracteristica
patolégica de AD, se forman y provocan la disfuncion cognitiva
por atrofia cerebral y pérdida de neuronas (Bibliografia no de
patentes 14 y Bibliografia no de patentes 5).

[0003]

EphA4 se expresa abundantemente en el hipocampo o la corteza
cerebral, y se escinde de manera dependiente de la actividad
neuronal por la metaloproteasa de matriz (MMP), ADAM (una
desintegrina y metaloproteinasa), y y selectasa. Se sabe que esta
reaccion de escision de EphA4 estabiliza la espina, que es una
estructura clave en la funcidon neuronal (Bibliografia no de
patentes 15). Se ha notificado que la densidad de la espina se
disminuye en AD (Bibliografia no de patentes 16), y puesto que
también se confirma la disminucion de los fragmentos escindidos
de EphA4 en AD en las fases NFT V y VI, se cree que la reaccion
de escision de EphA4 esta implicada en la patologia de AD
(Bibliografia de no patente 17).

[0004]

Aunque el péptido KYL y el compuesto 1, etc., se conocen
como farmacos inhibidores de EphA4 existentes (Bibliografia de
patente 2, Bibliografia no de patentes 18, y Bibliografia no de
patentes 19), no ha habido informes sobre un anticuerpo que tenga
actividad que mejore la escision de EphA4.
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El objeto de la presente descripcidén es proporcionar un
anticuerpo anti-EphA4 que puede unirse a EphA4 y potenciar la
escision de EphA4, asi como una composiciéon Tfarmacéutica que
comprende el anticuerpo como el principio activo.

Medios para Resolver los Problemas
[0008]

Como resultado de una extensa investigacion para resolver
los problemas anteriores, los presentes inventores obtuvieron un
anticuerpo monoclonal anti-EphA4 de ratén que puede unirse a EphA4
y potenciar la escision de EphA4, y produjeron un anticuerpo
humanizado del anticuerpo para asi completar el anticuerpo de
interés.

[0009]

La presente descripciodn abarca las siguientes
caracteristicas.

(1) Un anticuerpo anti-EphA4, en el que

el anticuerpo anti-EphA4 comprende cadenas pesada y ligera,
y comprende:

(a) una CDR1 de cadena pesada que consiste en la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO. 44;

(b) una CDR2 de cadena pesada que consiste en la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO. 27;

(c) una CDR3 de cadena pesada que consiste en la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO. 28;

(d) una CDR1 de cadena ligera que consiste en la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO. 29;

(e) una CDR2 de cadena ligera que consiste en la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO. 30; y

() una CDR3 de cadena ligera que consiste en la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO. 31.

[0010]

(2) El anticuerpo anti-EphA4 segun (1), en el que el
anticuerpo anti-EphA4 es humanizado.

[0011]
(3) El anticuerpo anti-EphA4 segun (1) o (2), en el que el



10

15

20

25

30

35

anticuerpo anti-EphA4 se une especificamente a EphA4 y potencia
la escision de EphA4.
[0012]

(4) El anticuerpo anti-EphA4 segun cualquiera de (1) - (3),
en el que el anticuerpo anti-EphA4 se une especificamente a EphA4
e inhibe la unidén entre EphA4 y efrina.

[0013]

(5) El anticuerpo anti-EphA4 segun cualquiera de (1) - (4),
en el que

la regidon variable de la cadena pesada consiste en la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO. 45, vy

la regidon variable de la cadena ligera consiste en la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO. 46.

[0014]

(6) El anticuerpo anti-EphA4 segun cualquiera de (1) - (5),
en el que

la region constante de la cadena pesada y la regiodn
constante de la cadena ligera comprenden secuencias de aminoacidos
derivados de un anticuerpo humano.

[0015]

(7) El anticuerpo anti-EphA4 segun (6), en el que

la regiéon constante de la cadena pesada es la regiodn
constante de 1gG humano.

[0016]

(8) EIl anticuerpo anti-EphA4 segun (7), en el que

la regién constante de 1gG humano es la regién constante de
1gG2 humano.

[0017]

(9) EIl anticuerpo anti-EphA4 segun (8), en el que

la regidén constante de 1gG, humano comprende la secuencia
de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO. 47.

[0018]

(10) EIl anticuerpo anti-EphA4 segun cualquiera de (6) - (9),
en el que

la regiéon constante de la cadena ligera es la regiodn

constante de lgkhumano.
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[0019]

(11) El anticuerpo anti-EphA4 segun (10), en el que

la regién constante de lgk humano comprende la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO. 48.
[0020]

(12) Un anticuerpo anti-EphA4, en el que

el anticuerpo anti-EphA4 comprende cadenas pesada y ligera,

La cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO. 59, y

la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO. 60.
[0021]

(13) El anticuerpo anti-EphA4 segun (12), en el que

se suprime la lisina C-terminal de la cadena pesada.
[0022]

(14) Un anticuerpo anti-EphA4, en el que

el anticuerpo anti-EphA4 comprende cadenas pesada y ligera,

La cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO. 59,

la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO. 60, y

se suprime la lisina C-terminal de la cadena pesada.
[0023]

(15) Un acido nucleico aislado que codifica para el
anticuerpo anti-EphA4 segun cualquiera de (1) - (14).
[0024]

(16) Un vector que comprende el acido nucleico segun (15).
[0025]

(17) Una célula huésped que comprende el vector segun (16).
[0026]

(18) Un método de produccidn de un anticuerpo anti-EphA4,
que comprende una etapa de cultivar la célula huésped segun (17).
[0027]

(19) Una composiciéon farmacéutica que comprende el
anticuerpo anti-EphA4 segun cualquiera de (1) - (14).
[0028]
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(20) Una composicion farmacéutica segun (19), en la que la
composicion farmacéutica comprende al menos un portador
farmacéuticamente aceptable.

[0029]

(21) La composicion farmacéutica segun (19) o (20), para el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.
[0030]

(22) El anticuerpo anti-EphA4 segun cualquiera de (1) -
(14) para su uso en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.
[0031]

(23) Un método para el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer, que comprende administrar a un paciente que lo necesita
una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo anti-EphA4
segun cualquiera de (1) - (14).

[0032]

(24) Uso del anticuerpo anti-EphA4 segun cualquiera de (1)
- (14) para la fabricacion de una composicion farmacéutica para
el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

[0033]

(25) La composicion farmacéutica segun (19) o (20), para el
tratamiento de la tauopatia.
[0034]

(26) El anticuerpo anti-EphA4 segun cualquiera de (1) -
(14) para su uso en el tratamiento de la tauopatia.

[0035]

(27) Un método para el tratamiento de la tauopatia, que
comprende administrar a un paciente que lo necesita una cantidad
terapéuticamente eficaz del anticuerpo anti-EphA4 segln
cualquiera de (1) - (14).

[0036]

(28) Uso del anticuerpo anti-EphA4 segun cualquiera de (1)
- (14) para la fabricacién de una composiciéon farmacéutica para
el tratamiento de la tauopatia.

[0037]

(29) La composicion farmacéutica, el anticuerpo anti-EphA4,

el método para el tratamiento, o el uso segun cualquiera de (25)
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- (28), donde la tauopatia es la enfermedad de Alzheimer o la
degeneracién lobular frontotemporal con patologia tau.
[0038]

(30) La composiciodon farmacéutica, el anticuerpo anti-EphA4,
el método para el tratamiento, o el uso segun (29), donde la
tauopatia es la enfermedad de Alzheimer.

[0039]

(31) La composiciodon farmacéutica, el anticuerpo anti-EphA4,
el método para el tratamiento, o el uso segun (29), donde la
tauopatia es la degeneracion lobular frontotemporal con patologia
tau.

[0040]

(32) La composiciodon farmacéutica, el anticuerpo anti-EphA4,
el método para el tratamiento, o el uso segun (31), donde la
degeneracién lobular frontotemporal con patologia tau es paralisis
supranuclear progresiva, degeneracion corticobasal, demencia de
granos argirofilos, demencia senil del tipo de ovillos
neurofibrilares, o enfermedad de Pick.

[0041]

(33) La composiciodon farmacéutica, el anticuerpo anti-EphA4,
el método para el tratamiento, o el uso segun (32), donde la
degeneraciéon lobular frontotemporal con patologia tau es paralisis
supranuclear progresiva.

[0042]

(34) La composiciodon farmacéutica, el anticuerpo anti-EphA4,
el método para el tratamiento, o el uso segun (32), donde la
degeneracion lobular frontotemporal con patologia tau es
degeneracion corticobasal.

[0043]

(35) La composicion farmacéutica, el anticuerpo anti-EphA4,
el método para el tratamiento, o el uso segin (32), donde la
degeneracion lobular frontotemporal con patologia tau es demencia
de granos argirofilos.

[0044]

(36) La composicion farmacéutica, el anticuerpo anti-EphA4,

el método para el tratamiento, o el uso segun (32), donde la
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degeneraciéon lobular frontotemporal con patologia tau es demencia
senil del tipo de ovillos neurofibrilares.
[0045]

(37) La composiciodon farmacéutica, el anticuerpo anti-EphA4,
el método para el tratamiento, o el uso segun (32), donde la
degeneracién lobular frontotemporal con patologia tau es la
enfermedad de Pick.

Efectos de la Invenciodn
[0046]

La presente descripcién proporciona un anticuerpo anti-
EphA4 que puede unirse a EphA4 y potenciar la escision de EphA4,
un acido nucleico que codifica para el anticuerpo, un vector que
comprende el acido nucleico, una célula que comprende el vector,
un método de produccién del anticuerpo, y una composicion
farmacéutica que comprende el anticuerpo como el principio activo.

Breve Descripcion de los Dibujos
[0047]

La figura 1 muestra la afinidad de unidén del anticuerpo
monoclonal anti-EphA4 (anticuerpo A) frente a EphA4 de ratéon y
ser humano.

La figura 2 muestra la actividad de mejora de la escision
de EphA4 del anticuerpo monoclonal anti-EphA4 (anticuerpo A) que
emplea neuronas del hipocampo.

La figura 3 muestra la actividad inhibitoria de unién a
ligando de EphA4d-ratén de ratdon del anticuerpo monoclonal anti-
EphA4 (anticuerpo A).

La figura 4 muestra la actividad inhibitoria de unién a
ligando de EphA4-humano de humano del anticuerpo monoclonal anti-
EphA4 (anticuerpo A).

La figura 5 muestra la selectividad del anticuerpo
monoclonal anti-EphA4 (anticuerpo A) frente a cada receptor Eph
humano .

La figura 6 muestra la selectividad del anticuerpo
monoclonal anti-EphA4 (anticuerpo A) frente a cada receptor Eph
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de ratoén.

La figura 7 muestra la reactividad del anticuerpo monoclonal
anti-EphA4 (anticuerpo A) frente a EphA4 de ratén, rata, mono y
ser humano.

La figura 8 muestra la reactividad del anticuerpo monoclonal
anti-EphA4 (anticuerpo A) frente a la region extracelular de EphA4
humano (ECD), dominio de uni6on a ligando (LBD), dominio 1 de
fibronectina tipo 111 (FN1), y dominio 2 de fibronectina tipo 111
(FN2) .

La figura 9 muestra el efecto del anticuerpo monoclonal
anti-EphA4 (anticuerpo A) sobre el aumento del numero de espinas
en la neurona del hipocampo.

La figura 10 muestra el efecto para suprimir la
fosforilacion de tau del anticuerpo monoclonal anti-EphA4 in vivo.

La Figura 11A muestra los aminoacidos del dominio de unidn
al ligando EphA4 (EphA4-LBD) en el eje horizontal, y la region
estructural del anticuerpo A-Fab en el eje vertical. Los partes
en negro muestran los puntos de combinacion de las intersecciones
donde esta presente la interaccion.

La figura 11B muestra la estructura de superficie del
dominio de unidén al ligando EphA4 (EphA4-LBD). En la figura 11B,
los nombres de aminoacidos y los numeros de residuos contenidos
en la regién de unién se muestran en Qlas posiciones
correspondientes, y las CDR de la cadena H y cadena L del
anticuerpo de union A-Fab se muestran en un modelo de cinta.

La figura 12 muestra la afinidad del anticuerpo monoclonal
anti-EphA4 humanizado (anticuerpo B) frente a EphA4 humano.

La figura 13 muestra la actividad de mejora de la escisiodn
de EphA4 del anticuerpo monoclonal anti-EphA4 humanizado
(anticuerpo B) en la neurona del hipocampo.

La figura 14 muestra la actividad inhibitoria de unién a
ligando de EphA4-humano de ser humano del anticuerpo monoclonal
anti-EphA4 humanizado (anticuerpo B).

La figura 15 muestra la actividad inhibitoria de unién a
ligando de EphA4d-ratén de ratdon del anticuerpo monoclonal anti-
EphA4 humanizado (anticuerpo B).
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La figura 16 muestra 1la selectividad del anticuerpo
monoclonal anti-EphA4 humanizado (anticuerpo B) frente al receptor
Eph humano.

La figura 17 muestra 1la selectividad del anticuerpo
monoclonal anti-EphA4 humanizado (anticuerpo B) frente al receptor
Eph de raton.

La figura 18 muestra la reactividad del anticuerpo
monoclonal anti-EphA4 humanizado (anticuerpo B) frente a EphA4 de
raton, rata, mono y ser humano.

La figura 19 muestra la reactividad del anticuerpo
monoclonal anti-EphA4 humanizado (anticuerpo B) frente a la region
extracelular de EphA4 humano (ECD), dominio de unién a ligando
(LBD), dominio 1 de fibronectina tipo 11l (FN1), y dominio 2 de
fibronectina tipo 111 (FN2).

La figura 20 muestra el efecto del anticuerpo monoclonal
anti-EphA4 humanizado (anticuerpo B) sobre el aumento del numero
de espinas en la neurona del hipocampo.

La Figura 21 muestra la actividad de mejora de la escision
de EphA4 humano del anticuerpo monoclonal anti-EphA4 humanizado
(anticuerpo B) en la neurona del hipocampo.

La figura 22 muestra el efecto del anticuerpo monoclonal
anti-EphA4 humanizado (anticuerpo B) a través de MMP y ADAM sobre
el aumento del numero de espinas en la neurona del hipocampo.

La figura 23 muestra el efecto para suprimir la
fosforilacion de tau del Anticuerpos anticuerpo monoclonal anti-
EphA4 humanizado (anticuerpo B) in vivo.

Descripcion de las realizaciones
[0048]

Las regiones especificadas o codificadas por las SEQ 1ID
NOs. usadas en el presente documento son tal como sigue:

Seq Region de la Secuencia SEQ | Regidn de la Secuencia
No. No

1 EphA4 de raton | 32 EphA4 de mono (secuencia
(secuencia de de aminoacidos)
aminoacidos)
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2 Region extracelular de |33 Region  extracelular de
EphA4 de raton EphA4 de mono (secuencia
(secuencia de de aminoacidos)
aminoacidos)

3 Proteina de 1la region | 34 Secuencia sefial de de
extracelular de EphA4 de EphA4 humano (secuencia de
raton-SEAP-His aminoacidos)

(secuencia de
aminoacidos)

4 Secuencia sefal de EphA4 | 35 Secuencia sefal de
de ratén (secuencia de preprotripsina (secuencia
aminoacidos) de aminoacidos)

5 EphA4 humano (secuencia | 36 Region  extracelular de
de aminoacidos) EphA4 humano (secuencia de

aminoacidos)

6 Region extracelular de | 37 Dominio de unidén a ligando
EphA4 humano (secuencia de EphA4 humano (secuencia
de aminoacidos) de aminoacidos)

7 OligoADN ad29s | 38 Dominio 1 de fibronectina
(secuencia de acido tipo 111 de EphA4 humano
nucleico) (secuencia de aminoacidos)

8 Ol'1goADN ad29AS | 39 Dominio 2 de fibronectina
(secuencia de acido tipo 111 de EphA4 humano
nucleico) (secuencia de aminoacidos)

9 Cebador directo 5% |40 Cadena Hligera FR [1GKV1-
(secuencia de acido 17*01 de anticuerpo humano
nucleico) (secuencia de aminoacidos)

10 Cebador iInverso 3" para |41 Cadena ligera FR JK4 de
cadena pesada de I1gG de anticuerpo humano
raton (secuencia de (secuencia de aminoacidos)
acido nucleico)

11 Cebador inverso 3" para |42 Cadena pesada FR [IGHV3-
cadena ligera de Igk de 33*03 de anticuerpo
raton (secuencia de humano(secuencia de
acido nucleico) aminoacidos)

12 Secuencia sefial de | 43 Cadena pesada FR JH6 de
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cadena pesada del
anticuerpo A (secuencia

de aminoacidos)

anticuerpo humano

(secuencia de aminoacidos)

13 Region variable de | 44 CDR1 de cadena pesada del
cadena pesada del anticuerpo B (secuencia de
anticuerpo A (secuencia aminoacidos)
de aminoacidos)

14 Secuencia sefial de | 45 Regidén variable de cadena
cadena ligera del pesada HK2-42 de
anticuerpo A (secuencia anticuerpo B (secuencia de
de aminoacidos) aminoacidos)

15 Regiodn variable de | 46 Region variable de cadena
cadena ligera del ligera L1-8 de anticuerpo
anticuerpo A (secuencia B (secuencia de
de aminoacidos) aminoacidos)

16 Secuencia sefial de | 47 Regidon constante de cadena
cadena pesada del pesada de 1gG; humano de
anticuerpo A (secuencia anticuerpo B (secuencia de
de &cido nucleico) aminoacidos)

17 Regiodn variable de | 48 Regidon constante de cadena
cadena pesada del ligera de Igx humano de
anticuerpo A (secuencia anticuerpo B (secuencia de
de &cido nucleico) aminoacidos)

18 Secuencia sefal de | 49 CDR1 de cadena pesada del
cadena ligera del anticuerpo B (secuencia de
anticuerpo A (secuencia acido nucleico)
de acido nucleico)

19 Regiodn variable de | 50 CDR2 de cadena pesada del
cadena ligera del anticuerpo B (secuencia de
anticuerpo A (secuencia acido nucleico)
de acido nucleico)

20 Cebador directo 5" para |51 CDR3 de cadena pesada del
la cadena pesada del anticuerpo B (secuencia de
anticuerpo A (secuencia acido nucleico)
de acido nucleico)

21 Cebador directo 5" para |52 CDR1 de cadena ligera del
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la cadena ligera del
anticuerpo A (secuencia

de acido nucleico)

anticuerpo B (secuencia de
acido nucleico)

22 Cebador inverso 3" para |53 CDR2 de cadena ligera del
la cadena pesada del anticuerpo B (secuencia de
anticuerpo A (secuencia acido nucleico)
de acido nucleico)

23 Cebador inverso 3" para |54 CDR3 de cadena ligera del
la cadena ligera del anticuerpo B (secuencia de
anticuerpo A (secuencia acido nucleico)
de acido nucleico)

24 Regiodn constante de | 55 Region variable de cadena
cadena pesada del pesada HK2-42 de
anticuerpo A (secuencia anticuerpo B (secuencia de
de aminoacidos) acido nucleico)

25 Regiodn constante de | 56 Region variable de cadena
cadena ligera del ligera L1-8 de anticuerpo
anticuerpo A (secuencia B (secuencia de 4cido
de aminoacidos) nucleico)

26 CDR1 de cadena pesada |57 Regidon constante de cadena
del anticuerpo A pesada de 1gG; humano de
(secuencia de anticuerpo B (secuencia de
aminoacidos) acido nucleico)

27 CDR2 de cadena pesada |58 Regidn constante de cadena
del anticuerpo A ligera de Igk humano de
(secuencia de anticuerpo B (secuencia de
aminoacidos) acido nucleico)

28 CDR3 de cadena pesada |59 Secuencia de longitud
del anticuerpo A completa de cadena pesada
(secuencia de del anticuerpo B
aminoacidos) (secuencia de aminoacidos)

29 CDR1 de cadena ligera |60 Secuencia de longitud
del anticuerpo A completa de cadena ligera
(secuencia de del anticuerpo B
aminoacidos) (secuencia de aminoacidos)

30 CDR2 de cadena ligera |61 Secuencia de longitud
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del anticuerpo A completa de cadena pesada

(secuencia de del anticuerpo B

aminoacidos) (secuencia de acido
nucleico)

31 CDR3 de cadena ligera |62 Secuencia de longitud

del anticuerpo A completa de cadena ligera

(secuencia de del anticuerpo B

aminoacidos) (secuencia de acido
nucleico)

[0049]

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

El anticuerpo anti-EphA4 segun la presente descripcién es
un anticuerpo que puede reconocer y unirse a EphA4, y tal como se
describe a continuacion, el anticuerpo puede ser un anticuerpo
intacto, o0 puede ser un anticuerpo sintético (tal como un
anticuerpo recombinante, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo
humanizado, y similares), siempre que tiene afinidad de unidn con
EphA4. EphA4 en el presente documento puede entenderse como una
referencia a EphA4 derivado de ser humano, ratén, rata y mono.
EphA4 derivado de ser humano, ratén, rata y mono puede obtenerse
de una base de datos publica donde se registra la informacion de
secuencia, tal como Genbank proporcionado por el Centro Nacional
para la Informacion Biotecnolégica de los Estados Unidos, o la
informacion de la secuencia del gen EphA4 puede obtenerse
diseflando cebadores basados en la informacién de secuencia base
de EphA4 de una especie animal estrechamente relacionada, y luego
clonando a partir de ARN extraido de la especie animal deseada.
Por ejemplo, la informacion de la secuencia base de EphA4 de ser
humano, ratén, rata, y mono estad registrada en la base de datos
como los Nos. de registro de Genbank NM_004438.5, NM_007936.3,
NM_001162411.1, y NM_001260870.1, respectivamente.

[0050]

En un aspecto, el anticuerpo anti-EphA4 es un anticuerpo

gue se une especificamente a EphA4. La expresiéon “se une

especificamente” es una expresion bien conocida por los expertos
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en campo técnico pertinente, y también se conocen bien métodos
para determinar la unidn especifica de un anticuerpo o0 un
fragmento de union a antigeno del mismo y un antigeno o un epitopo.
En una realizacidon, '"unidon especifica” se entiende que el
anticuerpo anti-EphA4 puede unirse a EphA4 por reaccion
inmunoldgica con una mayor afinidad de unidén y actividad de unién,
mas rapidamente, y/o durante un periodo de tiempo mas largo en
comparacion con cuando se une con otras moléculas diana. Esto no
significa que el anticuerpo que se une especificamente a EphA4 no
se una a otras moléculas diana. En otra realizacioéon, la "uniodn
especifica" puede mostrarse mediante un anticuerpo que tiene una
KD frente a EphA4 de al menos aproximadamente 10-7 M, o al menos
aproximadamente 108 M, o al menos aproximadamente 10-° M, o
inferior. Ademads, en otra realizacidon adicional, se entiende que
"union especifica" se une a EphA4 por reaccion inmunoldgica pero
no se une sustancialmente a otras moléculas de la familia del
receptor Eph.

[0051]

En un aspecto, el anticuerpo anti-EphA4 es un anticuerpo
que se une a la region extracelular de EphA4. En una realizacion,
el anticuerpo anti-EphA4 es un anticuerpo que se une al dominio
de unién a ligando (LBD) entre las regiones extracelulares de
EphA4.

[0052]

En una realizacidon, el anticuerpo anti-EphA4 puede unirse
especificamente a EphA4 y potenciar la escision de EphA4. En una
particular realizacién, el anticuerpo anti-EphA4 puede unirse
especificamente a EphA4 y potenciar la escisiéon del dominio
extracelular de EphA4 mediante metaloproteasa de la matriz (MMP)
0 ADAM (una desintegrina y metaloproteinasa).

[0053]

En una realizacidon, el anticuerpo anti-EphA4 puede unirse
especificamente a EphA4 y inhibir la unién entre EphA4 y efrina
que es un ligando del mismo.

[0054]
En otra realizacion, el anticuerpo anti-EphA4 puede unirse
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especificamente a EphA4 y aumentar el numeros de espinas en la
neurona del hipocampo o estabilizar las espinas en la neurona del
hipocampo.

[0055]

En una realizacién, la presente descripcion abarca un
anticuerpo anti-EphA4 que puede unirse especificamente a al menos
uno de EphA4 de ser humano, EphA4 de ratén, EphA4 de rata y EphA4
de mono e inhibir la unién con un ligando del mismo. En otra
realizacidén, la presente descripcion abarca un anticuerpo anti-
EphA4 que puede unirse especificamente a dos o mas de EphA4 de
ser humano, EphA4 de ratén, EphA4 de rata y EphA4 de mono e inhibir
la unidén con un ligando del mismo. En otra realizacidon adicional,
la presente descripcion abarca un anticuerpo anti-EphA4 que puede
unirse especificamente a todos de EphA4 de ser humano, EphA4 de
ratén, EphA4 de rata y EphA4 de mono e inhibir la unidén con un
ligando del mismo.

[0056]

Para el método para medir la propiedad de unién al antigeno
(tal como afinidad de unidon y reactividad entre especies) del
anticuerpo anti-EphA4, pueden emplearse métodos bien conocidos
por los expertos en la técnica en el campo técnico pertinente.
Por ejemplo, la afinidad de unién se puede medir usando, sin
caracter limitante, un biosensor Biacore™, biosensor KinExA,
ensayo de centelleo por proximidad, ELISA, inmunoensayo ORIGEN
(IGEN), citometria de flujo, desactivacion  fluorescente,
metastasis fluorescente, presentacion en levaduras y/0
inmunotincién. La actividad neutralizante del anticuerpo anti-
EphA4 frente a la unidon entre EphA4 y un ligando del mismo puede
medirse usando, pero sin limitarse a, biosensor Biacore™, ELISA
y/0 citometria de flujo.

[0057]

El anticuerpo anti-EphA4 segun la presente descripcioén
puede ser un anticuerpo monoclonal siempre que se una a EphA4.
[0058]

El anticuerpo anti-EphA4 segun la presente descripcioén
puede ser de cualquier clase tal como 1gG, IgA, o IgM (o subclases
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de los mismos), y nho se limita a una clase particular. Las
inmunoglobulinas se clasifican en diferentes clases dependiendo
de la secuencia aminoacidica de la region constante de la cadena
pesada (puede denominarse cadena H) del anticuerpo. Existen cinco
clases principales de inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, 1gG, y IgM,
y algunas de estas pueden estar subdivididas ademds en subclases
(isotipos) de por ejemplo, 1gGi, 119Gz, 19Gs, 1gGs, IgA:, e IgA,. Las
regiones constantes de la cadena pesada correspondiente a las
diferentes clases de inmunoglobulinas se denominan o, 6, €, Y Y U,
respectivamente. Ademads, los tipos de la cadena ligera (pueden
denominarse cadena L) del anticuerpo son la cadena Ay la cadena
k. EI anticuerpo anti-EphA4 segun la presente descripcién puede
ser un anticuerpo IgG, por ejemplo, puede ser un anticuerpo 1gG:
o un anticuerpo IgG;, y similares. Ademas, el anticuerpo anti-
EphA4 segin la presente descripcidon puede estar en algunos casos
en forma de un mondémero, un dimero, o un multimero.

[0059]

La regiéon variable del anticuerpo segun la presente
descripcion puede significar la regién variable de la cadena
ligera del anticuerpo y/o la regidén variable de la cadena pesada
del anticuerpo, y la region constante del anticuerpo puede
significar la region constante de la cadena ligera del anticuerpo
y/0 la region constante de la cadena pesada del anticuerpo. Las
regiones variables de las cadenas pesada y Lligera estéan
constituidas cada una por cuatro regiones de armazéon (FR, por sus
siglas en inglés) conectadas por tres CDR, también conocidas como
regiones determinantes de la complementariedad. Las CDR en cada
una de las cadenas se mantienen en proximidad mediante las FR y
junto con las CDR en la otra cadena contribuyen a la formaciodn
del sitio de unidon al antigeno del anticuerpo. Las tecnologias
para determinar CDR incluyen, sin caracter limitante, por ejemplo,
(1) una estrategia basada en la variabilidad de la secuencia entre
especies (por ejemplo, Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5.2 ed., 1991, National Institutes of
Health, Bethesda MD); y (2) una estrategia basada en estudios de
la estructura cristalina de complejos antigeno-anticuerpo (Al-
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lazikani et al., 1997 J. Molec. Biol. 273: 927-948). Estas y otras
estrategias se pueden utilizar combinadas.
[0060]

En el presente documento un anticuerpo monoclonal se puede
referir a un anticuerpo obtenido a partir de una poblacién de
anticuerpos esencialmente uniforme. En otras palabras, los
anticuerpos individuales contenidos en la poblacidén son idénticos
excepto por los mutantes naturales que pueden estar presentes
posiblemente en pequeias cantidades. Los anticuerpos monoclonales
estan frente a sitios antigénicos Unicos, y son muy especificos.
Ademas, a diferencia de un anticuerpo policlonal tipico que ataca
diferentes antigenos o diferentes epitopos, cada anticuerpo
monoclonal ataca un uUnico epitopo de un antigeno. ElI modificador
“monoclonal” indica la propiedad de un anticuerpo obtenido a
partir de una poblacién de anticuerpos esencialmente uniforme y
no se debe entender que se limita a requerir la produccidon del
anticuerpo mediante un método particular.

[0061]

El anticuerpo anti-EphA4 segun la presente descripcion
puede ser un anticuerpo de ratén, un anticuerpo quimérico, O un
anticuerpo humanizado. Un anticuerpo quimérico es, por ejemplo,
un anticuerpo donde la region variable de anticuerpo no humano
(tal como de un ratén o una rata) se Tusiona con la regioén
constante de un anticuerpo humano y, por ejemplo, puede referirse
a un anticuerpo donde la regidon variable procede de un anticuerpo
no humano y la regidén constante procede de un anticuerpo humano.
Un anticuerpo humanizado es, por ejemplo, un anticuerpo donde una
region determinante de la complementariedad (CDR (puede también
denominarse como una regioén hipervariable de anticuerpo no humano
se introduce en un anticuerpo humano y, por ejemplo, puede
referirse a un anticuerpo donde la CDR procede de un anticuerpo
no humano y las regiones restantes del anticuerpo restantes
proceden de un anticuerpo humano. Notese que no es necesario que
el Iimite entre un anticuerpo quimérico y un anticuerpo humanizado
sea claro, y un anticuerpo puede estar en un estado que se puede
denominar un anticuerpo quimérico o un anticuerpo humanizado.
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Ademas, en un anticuerpo quimérico o un anticuerpo humanizado, la
region del anticuerpo derivada de un anticuerpo humano (FR, regién
constante) no necesariamente tiene que estar compuesta de
aminoacidos derivados de un anticuerpo humano, y puede comprender
uno o multiples aminoacidos derivado de un anticuerpo no humano,
siempre que pueda usarse normalmente en un sujeto humano. Una
realizacién de un anticuerpo humanizado es un anticuerpo donde la
CDR se deriva de un anticuerpo de roedor y las regiones restantes
del anticuerpo se derivan de un anticuerpo humano. Una realizacion
particular de un anticuerpo humanizado es un anticuerpo donde la
CDR se deriva de un anticuerpo de raton y las regiones restantes
del anticuerpo se derivan de un anticuerpo humano. En estas
realizaciones, la CDR puede comprender uno o multiples aminoacidos
derivados de un anticuerpo de no roedor o uno o multiples
aminoacidos derivados de un anticuerpo de no ratén, y las regiones
de anticuerpo distintas de la CDR puede comprender uno o multiples
aminoacidos derivados de un anticuerpo no humano. Aqui, "multiple”
es, pero no se limita a, 2 - 20, o 2 - 15, como 14, 13, 12, 11,
10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3 0 2 , o dentro del 10%, 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 nuUmero
de aminoacidos en una secuencia de aminoacidos. La humanizacion
puede realizarse con un método de trasplante de CDR (Kontermann y
Dubel, Antibody Engineering, Springer Lab Manual (2001) vy
Tsurushita et al., Methods 36: 69-83 (2005)), y ademas también
puede realizarse sustituyendo la secuencia de CDR con una
correspondiente secuencia en el anticuerpo humano con métodos bien
conocidos en el campo técnico pertinente (véase por ejemplo, Jones
et al., Nature 321: 522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332:
323-327 (1988); y Verhoeyen et al., Science 239: 1534-1536
(1988)).

[0062]

Con el fin de disminuir la antigenicidad, puede ser
importante seleccionar el uso de regiones variables humanas tanto
en cadenas ligeras como pesadas en la preparacién del anticuerpo
humanizado. Segun el método de "ajuste 6ptimo', la secuencia de
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region variable de el anticuerpo del roedor se selecciona frente
a toda la Dbiblioteca de secuencias de FR humanas conocidas.
Después de esto, una secuencia de anticuerpo que sea la mas cercana
a la secuencia del anticuerpo de roedores se acepta como la FR
humana del anticuerpo humanizado. Véase, por ejemplo, Sims et al.,
J. Immunol. 151: 2296-2308 (1993) y Chothia et al., J. Mol. Biol.
196: 901-917 (1987). En otro método, se emplea un armazon
particular procedente de wuna secuencia comun en todos los
anticuerpos humanos de un subgrupo particular de la cadena ligera
0 pesada. Se puede emplear el mismo armazon para diferentes
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).

[0063]

Ademas, en general, es deseable que el anticuerpo humanizado
mantenga la afinidad de unidén elevada contra el antigeno y otras
propiedades bioldgicas preferidas. Para este fin, segun un método,
se preparan anticuerpos humanizados por una etapa de analisis de
la secuencia parental y diversos productos humanizados
conceptuales empleando modelos tridimensionales de las secuencias
parentales y humanizadas. En general, se pueden disponer de
modelos tridimensionales de inmunoglobulinas y es conocido por
los expertos en la técnica. Se pueden utilizar programas de
ordenador que ilustren Yy presenten conformaciones
tridimensionales prometedoras de secuencias de inmunoglobulinas
candidatas seleccionadas. La investigacion de estas
presentaciones permitird el andlisis de posibles papeles de los
residuos en las funciones de las secuencias de inmunoglobulinas
candidatas, es decir, el anadlisis de los residuos que influyen en
la capacidad de las inmunoglobulinas candidatas para unirse a sus
antigenos. Con este método, los residuos de FR pueden
seleccionarse del receptor y las secuencias importadas y usarse
en combinaciéon de modo que las propiedades del anticuerpo
deseables tales como el aumento de la afinidad de unién a uno o
varios antigenos diana (tal como EphA4 o un fragmento del mismo).
[0064]
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Huelga decir que un anticuerpo con la alteracion apropiada
(tal como la modificacién del anticuerpo, o la sustituciodn
parcial, la adicion y/o la delecidn de la secuencia de aminoacidos
del anticuerpo) en el anticuerpo quimérico o humanizado,
ejemplificado anteriormente, conservando la funcién del
anticuerpo (o con el fin de afadir o mejorar la funcion del
anticuerpo) también se abarca en el anticuerpo anti-EphA4 seguin
la presente descripciéon. Mas especificamente, un anticuerpo que
tiene alteracion en la secuencia de aminoacidos de la regiodn
constante con el fin de modificar la funcién efectora del
anticuerpo también se incluye en el alcance de la presente
descripcion. Por ejemplo, un anticuerpo que tiene valina (Val) en
la posicion 234 (numeraciéon Eu) del anticuerpo 1gG: humano
sustituido con alanina (Ala) y que tiene glicina (Gly) en la
posicion 237 sustituida con alanina (Ala) para reducir la célula
dependiente de anticuerpos la actividad de citotoxicidad (ADCC)
y/0 la actividad de fagocitosis celular dependiente de anticuerpos
(ADCP), etc., también se incluye en el alcance de la presente
descripcion. Ademas, un anticuerpo biespecifico que tiene un sitio
de unidén a anticuerpo que tiene la secuencia de CDR del anticuerpo
anti-EphA4 segun la presente descripcidn junto con un sitio de
unioén a antigeno que se une a un antigeno diferente (Kontermann
(2012), mAbs 4, 182-97) también se incluye en el alcance de la
presente descripcion.

[0065]

El anticuerpo anti-EphA4 segun la presente descripcioén
puede modificarse segun se desee. La modificacion del anticuerpo
anti-EphA4 puede ser una modificacion que cambia (a) la estructura
tridimensional de la secuencia de aminoacidos en la regién que va
a modificarse tal como una conformacién en lamina o hélice etc.;
(b) la carga o el estado hidr6fobo de la molécula en el sitio
diana; o (c) el efecto de la modificacién en el mantenimiento del
volumen de la cadena lateral, o puede ser una modificacion
mediante la cual no se observen claramente estos cambios.

[0066]
La modificacion del anticuerpo anti-EphA4 segun la presente



10

15

20

25

30

35

23

descripcion puede conseguirse mediante, por ejemplo,
substitucion, delecidén, adicion, y similares de los residuos de
aminoacidos constituyentes.

[0067]

En la presente, un aminoacido se utiliza en su sentido mas
amplio, e incluye no solo aminoacidos naturales tales como serina
(Ser), asparagina (Asn), valina (Val), leucina (Leu), isoleucina
(11e), alanina (Ala), tirosina (Tyr), glicina (Gly), lisina (Lys),
arginina (Arg), histidina (His), acido aspartico (Asp), acido
glutamico (Glu), glutamina (GIn), treonina (Thr), cisteina (Cys),
metionina (Met), fenilalanina (Phe), triptéfano (Trp) y prolina
(Pro), sino también aminoacidos no naturales tales como variantes
y derivados de aminoacidos. Los expertos en la técnica entenderéan
naturalmente a la luz de esta amplia definiciéon que, por ejemplo,
L-aminoacidos; D-aminoacidos; aminoacidos modificados
guimicamente tales como variantes de aminoacidos y derivados de
aminoacidos; aminoacidos que no seran componentes proteicos en el
cuerpo como norleucina,p-alanina y ornitina; Yy compuestos
sintetizados quimicamente que tienen propiedades de aminoacidos
bien conocidas por los expertos en la técnica, y similares se
incluyen como los aminoacidos de la presente memoria descriptiva.
Los ejemplos de un aminoacido no natural pueden incluir o-
metilaminoacidos (tales como o-metilalanina), D-aminoacidos
(tales como acido D-aspartico y &acido D-glutamico), aminoacidos
similares a la histidina (tales como 2-aminohistidina, p-
hidroxihistidina, homohistidina, o-fluorometilhistidina y oa-
metilhistidina), aminoacidos que tienen exceso de metileno en sus
cadenas laterales (homoaminoacidos) y aminoacidos donde en el
aminoacido el grupo funcional carboxilato en la cadena lateral es
reemplazado por un grupo &cido sulféonico (tal como &cido
cisteico).

[0068]

Los residuos aminoacidicos de origen natural se pueden
clasificar en, por ejemplo, los grupos a continuacién en funciodn
de las propiedades generales de la cadena lateral:

(1) Hidrofdébicos: Met, Ala, Val, Leu, lle;
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(2) Hidro6filos neutros: Asn, GIn, Cys, Ser, Thr;

(3) Acidos: Asp, Glu;

(4) Basicos: His, Lys, Arg;

(5) Residuos que influyen en la orientacion de la cadena: Gly,
Pro; vy

(6) Aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

[0069]

Se puede realizar sustitucién no conservadora de la
secuencia de aminoacidos que constituye el anticuerpo
intercambiando un aminoacido que pertenece a uno de estos grupos
por un aminoacido que pertenece a otro grupo. Se puede realizar
una sustitucion mas conservadora intercambiando un aminoacido que
pertenece a uno de estos grupos con otro aminoacido en el mismo
grupo. De igual manera, se puede realizar de manera apropiada la
delecidn o sustitucion de la secuencia de aminoacidos.

[0070]

La modificacién de Hlos aminoacidos que configuran el
anticuerpo puede ser, por ejemplo, glicosilacién por un hidrato
de carbono o modificaciones postraduccionales tales como
acetilacion o fosforilacion. El anticuerpo puede estar glicosilado
en una posicidén conservada en su regidon constante. La
glicosilacion de un anticuerpo se produce habitualmente mediante
la unién en N o unidén en O. Unido a N significa la unién de un
porcién hidrato de carbono a la cadena lateral de un residuo de
asparagina. Las secuencias de tripéptidos asparagina-X-serina,
asparagina-X-treonina y asparagina-X-cisteina (en donde X es
cualquier aminoacido distinto de prolina) son secuencias de
reconocimiento para afiadir enzimaticamente la porcién hidrato de
carbono a la cadena lateral de asparagina. Cuando una de estas
secuencias de tripéptidos esta presente en el anticuerpo, esta
presente un sitio de glicosilacion potencial. La glicosilacion
unida a O puede ser la unién de o bien N-acetilgalactosamina,
galactosa o bien xilosa a un aminoacido con hidroxilo (tal como
serina o treonina), y en algunos casos puede ser la unién a 5-
hidroxiprolina o 5-hidroxilisina. Los expertos en la técnica
pueden seleccionar de manera apropiada Qla condicidon de
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glicosilacion (tal como el tipo de célula huésped o medio celular
y pH etc., cuando se realiza la glicosilacion con un medio
biolégico) segun el objetivo.

[0071]

El anticuerpo anti-EphA4 segun la presente descripcion
puede modificarse adicionalmente por otros métodos de
modificacién, solo o en combinacién, basdndose en conocimientos
técnicos comunes bien conocidos por los expertos en la técnica.
[0072]

El anticuerpo anti-EphA4 segun la presente descripcién se
puede producir mediante un método con el que estén familiarizados
los expertos en la técnica. Por ejemplo, el anticuerpo puede
producirse integrando el acido nucleico que codifica para el
anticuerpo anti-EphA4 segun la presente descripcidn en una vector
de expresion, introduciendo el vector de expresion en una célula
huésped, y cultivando la célula huésped. Por consiguiente, la
presente descripcién abarca un acido nucleico que codifica para
el anticuerpo anti-EphA4, un vector que comprende el acido
nucleico, una célula huésped que comprende el vector, y un método
de producir el anticuerpo anti-EphA4 que comprende una etapa de
cultivar la célula huésped.

[0073]

El acido nucleico que codifica para el anticuerpo anti-
EphA4 segin la presente descripcion puede tener ADN que codifica
para una secuencia sefial, o puede tener ADN que codifica para una
secuencia sefal en el 5 terminal del ADN que codifica para la
region variable de cadena pesada y el ADN que codifica para la
region variable de cadena ligera. Una secuencia sefial son los
residuos de aminoacidos presentes en el terminal N de la proteina
gue es necesaria para que una proteina secretora o0 una proteina
de membrana integral pase a través de la bicapa lipidica después
de ser sintetizada en un ribosoma, y en la presente descripcion,
no es particularmente limitado siempre gue sea una secuencia que
tenga esta funcidén. La secuencia sefial que puede estar contenida
en el anticuerpo anti-EphA4 segun la presente descripcion incluyen
secuencias sefal derivadas de ser humano, ratén, rata, conejo,
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burro, cabra, caballo, pajaro, perro, gato, levaduras y similares.
Especificamente, en [la presente descripcién, un péptido que
comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO. 12 o 16 puede incluirse como una secuencia sefal relacionada
con la cadena pesada y un péptido que comprende una secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO. 14 o 18 puede incluirse
como una secuencia sefial relacionada a la cadena ligera. Ademés,
siempre que sea funcionalmente equivalente, la secuencia sefal
puede tener sustitucidén, adicion y/o delecion de uno o maltiples
aminoacidos (tal como 2, 3, 4, o 5) aminoacidos en la secuencia
de aminoacidos representada por SEQ ID NO. 12 o 16 y la secuencia
de amino&cidos representada por SEQ ID NO. 14 o 18.

[0074]

El anticuerpo anti-EphA4 segun la presente descripcioén
puede ser el aislado o purificado segun un método bien conocido
por los expertos en la técnica.

[0075]

"Aislado™ o "purificado” en el presente documento significa
aislado o purificado de manera artificial de su estado natural.
Si la molécula o composicién se produce de manera natural, estéa
"aislada™ o "purificada”™ cuando se ha mudado o separado del
entorno original, o ambos. Los ejemplos de un método de
aislamiento o purificacion incluyen, sin caracter Ilimitante,
medios por electroforesis, biologia molecular, inmunologia o
cromatografia, y similares, especificamente, cromatografia de
intercambio id6nico, cromatografia hidréfoba, cromatografia de
HPLC de fase inversa, enfoque isoeléctrico, o método de extraccion
de alcali, y similares.

[0076]

En una realizacién, el anticuerpo anti-EphA4 comprende las

siguientes CDR:
(a) una CDR1 de cadena pesada que consiste en la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO. 44;
(b) una CDR2 de cadena pesada que consiste en la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO. 27;
(c) una CDR3 de cadena pesada que consiste en la secuencia de
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aminoacidos mostrada en SEQ ID NO. 28;

(d) una CDR1 de cadena ligera que consiste en la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO. 29;

(e) una CDR2 de cadena ligera que consiste en la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO. 30; y

() una CDR3 de cadena ligera que consiste en la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO. 31.

[0077]

En una realizacion, el anticuerpo anti-EphA4 es un
anticuerpo humanizado o0 un anticuerpo quimérico, Yy en una
realizacién particular de un anticuerpo humanizado.

[0078]

En otra realizacion, el anticuerpo anti-EphA4 comprende
cadenas pesada y ligera, la regién variable de la cadena pesada
comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO. 45,
y la regidén variable de la cadena ligera comprende la secuencia
de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO. 46. Obsérvese que en la
realizacién, la regidén variable de la cadena pesada y/o la regiodn
variable de la cadena ligera puede comprender una secuencia de
aminoacidos que tiene uno o multiples aminoacidos sustituidos,
afadidos, y/o delecionados en la secuencia de aminoacidos mostrada
en SEQ ID NO. 45 y/0 la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ
ID NO. 46. Aqui, "multiple” no se limita siempre que mantiene la
afinidad de unidén hacia EphA4 y potencie la division de EphA4, y
sea 2 - 15, 0 2 - 10, como 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, o 2, o dentro del
10%, como 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% de la cantidad de aminoacidos en una secuencia de
aminoacidos.

[0079]

En una realizaciéon, la cadena pesada del anticuerpo anti-
EphA4 comprende la regidn constante de 1gG; humano.

[0080]

En una realizacion particular, la regidon constante de 1gG;
humano comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 47.
[0081]
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En una realizacion, la cadena ligera del anticuerpo anti-
EphA4 comprende la regidn constante de Igk humano.

[0082]

En una realizaciéon particular, la regién constante de Igk
humano comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 48.
[0083]

En una realizacidén, el anticuerpo anti-EphA4 comprende una
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada
en SEQ ID NO. 59 y una cadena ligera que comprende la secuencia
de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO. 60.

[0084]

En otra realizacidon, por ejemplo, por razones tales como la
disminucion de 1la Tfalta de uniformidad de los anticuerpos
producidos por las células productoras de anticuerpos (Publicacion
de Solicitud de patente EE.UU. No. 2010/0297697 o Liu H et al.,
MAbs. 2014 sep-cct; 6 (56): 1145-1154), el anticuerpo anti-EphA4
tiene lisina posicionada en el C-terminal (terminal carboxilo) de
la cadena pesada suprimida. En la presente descripcién, un
anticuerpo anti-EphA4 que tiene la lisina C-terminal de la cadena
pesada eliminada también incluye un anticuerpo anti-EphA4 que
tiene la lisina C-terminal de la cadena pesada eliminada por
modificacién genética o un anticuerpo anti-EphA4 que tiene el
Lisina C-terminal de la cadena pesada escindida después de la
traduccion por carboxipeptidasa, etc., y similares. Ademas, en la
presente descripcion, un anticuerpo anti-EphA4 que tiene la lisina
C-terminal de 1la cadena pesada suprimida incluye no solo un
anticuerpo anti-EphA4 que tiene la lisina C-terminal suprimida en
ambas cadenas pesadas, pero también un anticuerpo anti-EphA4 que
tiene la lisina C-terminal suprimida en solo una cadena pesada.
[0085]

En un aspecto, la presente descripcion se refiere a un acido
nucleico aislado que codifica para un anticuerpo anti-EphA4. Un
acido nucleico aislado que codifica para un anticuerpo anti-EphA4
se refiere a una o mas moléculas de acido nucleico que codifica
para la cadena pesada y/o cadena ligera de un anticuerpo anti-
EphA4. En una realizacion, el acido nucleico segun la presente



10

15

20

25

30

35

29

descripcion codifica para la cadena pesada del anticuerpo anti-
EphA4. En otra realizacion, el &cido nucleico segun la presente
descripcion codifica para la cadena ligera del anticuerpo anti-
EphA4. En otra realizacion adicional, el &cido nucleico segun la
presente descripcion codifica para las cadenas pesada y ligera
del anticuerpo anti-EphA4. El acido nucleico segin la presente
descripcion también incluye una primera molécula de acido nucleico
que codifica para la cadena pesada del anticuerpo anti-EphA4 y
una segunda molécula de acido nucleico que codifica para la cadena
ligera del anticuerpo anti-EphA4.

[0086]

En otro aspecto, la presente descripcion se refiere a un
vector que comprende el acido nucleico aislado que codifica para
el anticuerpo anti-EphA4. El vector segun la presente descripcion
se refiere a uno o mas vectores que comprende el &cido nucleico
aislado que codifica para el anticuerpo anti-EphA4. En una
realizacién, el vector segun la presente descripcion es un vector
gue comprende el acido nucleico que codifica para la cadena pesada
del anticuerpo anti-EphA4 y el &cido nucleico que codifica para
la cadena ligera del anticuerpo anti-EphA4. En otra realizacion,
el vector segun la presente descripcion es un vector que comprende
el acido nucleico que codifica para las cadenas pesada y ligera
del anticuerpo anti-EphA4. En otra realizaciéon adicional, el
vector segun la presente descripcion comprende un primer vector
gue comprende el acido nucleico que codifica para la cadena pesada
del anticuerpo anti-EphA4 y un segundo vector que comprende el
acido nucleico que codifica para la cadena ligera del anticuerpo
anti-EphA4. El vector segun la presente descripcidon puede ser,
pero no se limita a, un plasmido, un césmido, un virus, un fago,
y similares. Por ejemplo, como vector viral, el vector retroviral,
lentiviral, adenoviral, viral asociado a adeno o virus del herpes
simple y similares también se incluyen en el vector segun la
presente descripcion.

[0087]

Aln en otro aspecto, una célula huésped que comprende el

vector segun la presente descripciéon, y un método de produccidn
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de un anticuerpo anti-EphA4 que comprende una etapa de cultivar
la célula huésped también se incluyen en la presente descripcion.
La célula huésped segun la presente descripcion puede ser, pero
no se limita a, células de E. coli, células COS de mono, células
de ovario de hémster chino (CHO), células NSO, y similares. En
una realizacidon, el método de produccidon de un anticuerpo anti-
EphA4 comprende una etapa de cultivar la célula huésped, y una
etapa de recuperar el anticuerpo anti-EphA4 secretado de la célula
huésped (o medio de cultivo de célula huésped).

[0088]

En un aspecto, la presente descripcion se refiere a una
composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo anti-EphA4.
La composicion farmacéutica segun la presente descripcidn puede
fabricarse segun métodos conocidos tales como los métodos
descritos en la Farmacopea de Jap6n (JP), la Farmacopea de los
Estados Unidos (USP), o la Farmacopea Europea (EP), y similares.
[0089]

El anticuerpo anti-EphA4 segun la presente descripcion
puede ser util para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.
En otras palabras, en otros aspectos, la presente descripcion
abarca un método para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer
que comprende una etapa de administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de un anticuerpo anti-EphA4 a un sujeto
gue tiene enfermedad de Alzheimer. Ademds, en otros aspectos, la
presente descripcion abarca el uso de un anticuerpo anti-EphA4
para la fabricacion de un farmaco terapéutico para la enfermedad
de Alzheimer. En otros aspectos, la presente descripcién abarca
un anticuerpo anti-EphA4 para su uso en el tratamiento de
enfermedad de Alzheimer.

[0090]

ElI anticuerpo anti-EphA4 segin la presente descripcion
puede ser util para el tratamiento de tauopatia. En otras
palabras, en otros aspectos, la presente descripcién abarca un
método para el tratamiento de tauopatia que comprende na etapa de
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo
anti-EphA4 a un sujeto que tiene tauopatia. Ademas, en otros



10

15

20

25

30

35

31

aspectos, la presente descripcién abarca el uso de un anticuerpo
anti-EphA4 para fabricar un farmaco terapéutico para la tauopatia.
En otros aspectos, la presente descripcién abarca un anticuerpo
anti-EphA4 para su uso en el tratamiento de tautopatia. Tauopatia
de la presente descripcion incluye enfermedad de Alzheimer o
degeneracién lobular frontotemporal con patologia tau (FTLD-tau).
Ademas, la degeneracién lobular frontotemporal con patologia tau
incluye paralisis supranuclear progresiva (PSP), degeneracion
corticobasal (CBD), demencia de granos argirofilos (AGD), demencia
senil del tipo de ovillos neurofibrilares (SD-NFT), enfermedad de
Pick (PiD), y similares.

[0091]

El anticuerpo anti-EphA4 segun la presente descripcion
puede emplearse en el método terapéutico solo o en combinacion
con otros agentes o composiciones. Por ejemplo, el anticuerpo
anti-EphA4 segin la presente descripcidn puede administrarse al
mismo tiempo o en momentos diferentes que otro agente. Tal terapia
de combinacidén incluye administracién de combinacion (dos o mas
agentes se incluyen en la misma formulacién o formulacidn
independiente) y administracion independiente (tal como
simultanea o secuencial). Cuando se administran por separado dos
o0 mas agentes, la administracion del anticuerpo anti-EphA4 seguln
la presente descripcion puede realizarse antes o después del
método terapéutico que lo acompafia.

[0092]

El sujeto para la administracion de la composicioén
farmacéutica segln la presente descripciéon no se limita, y puede
emplearse para, por ejemplo, un mamifero humano o no humano (tal
como mono, ratéon, rata, conejo, vaca, caballo y cabra).

[0093]

ElI método de administracion de la composiciéon farmacéutica
segun la presente descripcidon a un sujeto (tal como via de
administracion, dosificacion, el numero de administraciones al
dia, y momento de la administracién) no esta limitado, y puede
decidirse de manera apropiada por los expertos en la técnica (tal
como un médico) de acuerdo con el estado de salud del sujeto, la
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gravedad de la enfermedad, el tipo de agente utilizado en la
combinacion y similares.
[0094]

Los expertos en la técnica reconoceran que, siempre que no
sea técnicamente contradictorio, la presente invencidon puede
Ilevarse a cabo en una combinacién apropiada de uno o mas de todos
los aspectos descritos en el presente documento. Ademas, los
expertos en la técnica reconoceran que, siempre que no sea
técnicamente contradictorio, se prefiere que la presente invencion
se lleve a cabo en una combinacion apropiada de cualquiera y todos
de los aspectos preferidos o ventajosos descritos en el presente
documento.

[0095]

Todas las descripciones de las bibliografias citadas en el
presente documento se considerardan claramente citadas en el
presente documento por referencia, y los expertos en la técnica
pueden comprender el contenido de la descripcién relacionado en
estas bibliografias citandolas como parte de la presente memoria
descriptiva segun el contexto en el presente documento sin
alejarse del espiritu y alcance de la presente invencion.

[0096]

Los elementos en la bibliografia citados en la presente se
proporcionan con el Unico proposito de divulgar la tecnologia
relacionada anterior a la fecha de presentacién de la presente
solicitud, y no se deben considerar como una admisién por parte
de los presentes inventores de que la presente invencion no tiene
el derecho de preceder a dichas divulgaciones debido a invenciones
anteriores o por cualquier otra razén. Todas descripciones de
todas estas bibliografias se basa en la informacién disponible
para los presentes solicitantes, y no configuran de ninguna manera
un reconocimiento de gue estos contenidos de la descripcidén son
precisos.

[0097]

Los términos utilizados en la presente se emplean para
describir realizaciones particulares y no pretenden limitar la
invencion.
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[0098]

La expresion “comprender”, tal como se utiliza en la
presente, a menos que el contenido indique claramente que se
entienda de otro modo, pretende la presencia de los elementos
descritos (tales como componentes, etapas, elementos o numeros) y
no excluye 1la presencia de otros elementos (tales como
componentes, etapas, elementos y nudmeros). La expresion
“‘constituido por” engloba 1los aspectos descritos por las
expresiones “constituido por” y/o “constituido esencialmente
por”.

[0099]

ElI término "actividad neutralizante"™ tal como se usa en el
presente documento significa la actividad para inhibir la union
entre EphA4 y el ligando del mismo, y/o la actividad para inhibir
la transduccidén de sefiales o la respuesta de expresion molecular
o el cambio de funcionalidad de las células que son inducidas por
EphA4 debido a la unidon a un ligando de los mismos en el cuerpo
humano .

[0100]

A menos que se definan de otra manera, todos los términos
utilizados en la presente (incluidos términos cientificos vy
técnicos) tienen el mismo significado reconocido ampliamente por
los expertos en la técnica de la tecnologia a la cual pertenece
la presente invencion. Los términos utilizados en la presente, a
menos que se definan explicitamente de otro modo, han de
interpretarse como que tienen significados consistentes con los
significados en la presente y en campos técnicos relacionados, y
no deben interpretarse como que tienen significados idealizados o
excesivamente formales.

[0101]

Términos tales como primero y segundo se emplean a para
expresar diversos elementos, Yy debe reconocerse que estos
elementos no se han de limitar por estos términos per se. Estos
términos se emplean unicamente con el propésito de discriminar un
elemento de otro y, por ejemplo, es posible describir un primer
elemento como un segundo elemento y, de manera similar, describir
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un segundo elemento como un primer elemento sin apartarse del
alcance de la presente invencion.
[0102]

A menos que se indique de manera explicita, se debe
interpretar que los valores numéricos empleados en la presente
para indicar el contenido del componente o intervalo de valores
numéricos y similares estdn modificados por el término
“aproximadamente”. Por ejemplo, "4°C,"™ a menos que se indique
explicitamente, se entiende que significa "aproximadamente 4°C",
y es obvio que los expertos en la materia pueden comprender
racionalmente su alcance de acuerdo con el sentido técnico comun
y el significado de los pasajes en el presente documento.

[0103]

Se debe reconocer que a menos que se indique claramente que
significa otra cosa en el contexto, cuando se utilizan en la
memoria descriptiva y las reivindicaciones en la presente, cada
aspecto representado en forma singular también puede ser una forma
plural siempre que esto no sea técnicamente contradictorio y
viceversa.

[0104]

A continuacidén, la presente invencidén se describira mas
detalladamente haciendo referencia a los Ejemplos. Sin embargo,
la presente invencion puede estar materializada en diversos
aspectos y no se interpretarda que esta limitada a los Ejemplos
descritos en la presente. Los expertos en la técnica de los campos
técnicos relacionados llevaran a cabo la presente invencidon con
varias modificaciones, adiciones, deleciones, sustituciones Yy
similares sin alterar el espiritu y alcance de la presente

invencion.

Ejemplos
[0105]
Ejemplo de Referencia 1: Preparaciéon de anticuerpo monoclonal

anti-EphA4
(A) Preparacion de anticuerpo monoclonal anti-EphA4 de ratén

Con el fin de preparar un anticuerpo monoclonal que se une
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a EphA4 de ratén (N© Acceso Genbank NP_031962.2, SEQ ID NO: 1),
una proteina que tiene una etiqueta secretora de fosfatasa
alcalina (SEAP) e histidina fusionada con la regién extracelular
de EphA4 de ratdon (posiciones 20-547) (SEQ ID NO. 2) (denominada
a continuacion en el presente documento "proteina de la region
extracelular de EphA4 de ratdon-SEAP-His'", SEQ ID NO. 3) se prepar6
mediante las siguientes etapas.

[0106]

En primer lugar, las secuencias de ADN que codifican para
la secuencia sefial (SEQ ID NO. 4) y la region extracelular (SEQ
ID NO. 2) de EphA4 de ratdon se amplificaron por RT-PCR con ARN
total derivado del cerebro de ratéon, y se clonaron en el sitio
Sal I/Not 1 del vector pENTR1A (Invitrogen/LifeTechnologies) que
tiene la secuencia de ADN que codifica para SEAP y la etiqueta de
histidina. A continuacidén, la secuencia de ADN que codifica la
secuencia sefial y la region extracelular de EphA4, SEAP y etiqueta
de histidina se transfirid a un vector pcDNA 3.1 _rfcB a través de
reaccion LR wutilizando el Sistema Gateway (Invitrogen/Life
Technologies) para construir un vector de expresion pcDNA3.1-
region extracelular de EphA4 de ratéon-SEAP-His. Se transfectd el
vector de expresion de la region extracelular de EphA4 PCDNA 3.1-
de raton-SEAP-His construido en células HEK293 EBNA
(Invitrogen/LifeTechnologies) con TranslIT-LT1 (TAKARA). Después
de 6 dias de incubacién (5% de CO02, 37°C), se recuperd el
sobrenadante del cultivo. A partir del sobrenadante del cultivo
recuperado, la proteina region extracelular de EphA4 de raton-
SEAP-His (SEQ ID NO: 3) se purifico con columna Protino (MACHEREY-
NAGEL) .

[0107]

Veinte microgramos de la proteina de la regién extracelular
de EphA4 de raton-SEAP-His se mezclaron con la misma cantidad de
adyuvante TiterMax Gold (TiterMax USA) o adyuvante GERBU (GERBU
Biotechnik GmbH), y se 1inyecté por via subcutanea en la
almohadilla plantar de ratones Balb/c. Proteina SEAP-His de la
region extracelular de EphA4 de raton luego se administré de
manera similar los dias 3, 7, y 10. Aqui, adyuvante TiterMax Gold
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(TiterMax USA) se utiliz6é solo para el dia 10 y adyuvante GERBU
(GERBU Biotechnik GmbH) se utilizé los dias 3, 7 y 10. Se
sacrificaron los ratones el Dia 13 y se recuperaron los ganglios
linfaticos periféricos para preparar células de los ganglios
linfaticos. Las células del nédulo linfatico preparadas y las
células mieloma P3Ul (dotadas de la Universidad de Kyoto) se
condensaron a una proporciéon a la dosis de 5:1 en presencia de
GenomONE-CF  (Ishihara Sangyo Kaisha, Ltd.). Las células
condensadas se cultivaron en una placa de plastico de 96 pocillos.
Después de 7 dias de incubacion (6% de CO,, 37°C), se recupero6 el
sobrenadante del cultivo.

[0108]

Empleando el sobrenadante de cultivo obtenido, se
recogieron los pocillos con reactividad contra EphA4 de ratén,
rata y humano.

[0109]

Se evaludé la reactividad frente a EphA4 de ratén, rata, y
ser humano con ELISA con proteinas que tienen la region Fc de 1gG:
humano y etiqueta de histidina fusionada con la region
extracelular de EphA4 de raton, la region extracelular (posiciones
20-547) de EphA4d de rata (No. de registro de Genbank
NP_001155883.1), o la regién extracelular (posiciones 20-547) (SEQ
ID NO. 6) de EphA4 humano (No. De registro de Genbank NP_004429.1,
SEQ ID NO. 5) (a la que se alude en lo que sigue en esta memoria
“proteina de la region extracelular de EphA4 de raton-Fc-His”,
“proteina de la region extracelular de EphA4 de rata-Fc-His” o
“proteina de la region extracelular de EphA4 humano-Fc-His”,
respectivamente).

[0110]

La proteina de la regidén extracelular de EphA4 ratén, rata
o humana-Fc-His se prepar6é mediante las siguientes etapas.
Inicialmente se construyeron vectores de expresiéon pcDNA3.1-
region extracelular de EphA4 de raton, rata o humana-Fc-His.
Primero, las secuencias de ADN que codifica la secuencia sefial y
la region extracelular de EphA4 de ratén, rata o humana se
amplificaron mediante RT-PCR con ARN total derivado de cerebro de
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ratén, rata o humana y se cloné en el sitio Sal 1/Not I de un
vector pENTR1A (Invitrogen/LifeTechnologies) que tiene la
secuencia de ADN que codifica Fc y la etiqueta de histidina. A
continuacién, las secuencias de ADN que codifican la secuencia
sefial y la region extracelular de EphA4 de ratén, rata o ser
humano, Fc y etiqueta de histidina se transfirieron a un vector
pcDNA 3.1 rfcB a través de reaccion LR utilizando el Sistema
Gateway (Invitrogen/Life Technologies) para construir un vector
de expresion pcDNA3.1-region extracelular de EphA4 de ratdén, rata
o ser humano-SEAP-His. Se transfectaron estos vectores de
expresion construidos en células HEK293 EBNA
(Invitrogen/LifeTechnologies) con TranslIT-LT1 (TAKARA). Después
de 6 dias de incubacién (5% de CO02, 37°C), se recuper6 el
sobrenadante del cultivo.

[0111]

Se realizé ELISA empleando proteinas de la region
extracelular de EphA4 de ratén, rata o humano Fc-His siguiendo
las etapas a continuacién. Se cubrieron el anticuerpo IgG anti-
humano (Jackson ImmunoResearch Laboratories) en los pocillos de
una placa de 96 pocillos (Nunc). Después de la incubacién a 4°C
durante la noche, se bloquearon 1los pocillos a temperatura
ambiente durante una hora con 1 x Block ACE (Dainippon Seiyaku).
Después de lavar durante tres veces con Tween 20 al 0.02%/PBS
(Nacalai Tesque), se afadié un sobrenadante del cultivo que
comprende una proteina de la region extracelular de EphA4 de raton,
rata, o ser humano-Fc-His a cada pocillo (concentraciéon final 1
nM), y se incubd esto a temperatura ambiente durante una hora.
Después de lavar tres veces, se afadio a cada uno de los pocillos
el sobrenadante del cultivo de las células condensadas. Después
de Incubar a temperatura ambiente durante una hora y de lavar tres
veces, se afadid un anticuerpo anti-IgG de ratén marcado con
peroxidasa de rabano picante (Jackson ImmunoResearch
Laboratories) y esto se incub6é a temperatura ambiente durante una
hora. Después de lavar tres veces, se afiadio disolucién de TMBZ
(3,37,5,5"-tetrametilbencidina, Sigma) a cada uno de los pocillos
y se incubd esto a temperatura ambiente durante 5-20 minutos. Se
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afladid una cantidad igual de la disolucidén de detencidén (HzSOs 2
N, Wako Pure Chemical) a cada pocillo, y se leyé la absorbancia a
450 nm con un lector de microplacas (PerkinElmer).

[0112]

Se clonaron los hibridomas de los pocillos recogidos a
través de las etapas anteriores limitando el método de dilucion,
y Tinalmente se obtuvieron clones de hibridoma que expresan
anticuerpo anti-EphA4 de ratén que tienen actividad de uniodn
frente a EphA4 de ratén, rata y ser humano.

[0113]

Se cultivaron los clones de hibridoma obtenidos, y se
purificé el anticuerpo monoclonal de anticuerpo anti-EphA4 de
ratéon del sobrenadante de cultivo con proteina A (GE Healthcare).

[0114]
(B) Evaluacién de actividad de mejora de la escisidon de EphA4

Se realiz6 la preparacion de neuronas del hipocampo de ratas
siguiendo las etapas a continuacion. Se extrajeron fetos de una
rata el dia 18 de embarazo (Charles River Laboratories, Japén), y
se abrido la cabeza para extraer el cerebro. Se cortdé la regioén
del hipocampo bajo un microscopio estereoscopico, se coloc6 en la
disolucion de digestion (NaCl 137 mM (Wako Pure Chemical), KCI 5
mM (Wako Pure Chemical), NaHPO, 7 mM (Wako Pure Chemical), Hepes
25 mM (DOJINDO), ADNasa 0.5 mg/mL (Sigma), y tripsina al 0.25%
(Life technologies)), y se agité a 37°C durante 10 minutos. Se
separ6 la disolucion y se afiadié un suero bovino fetal al
20%/tampon de Hanks (Sigma). Tras retirar la disolucion y lavar
dos veces en tampén de Hanks, se pipeted el tejido del hipocampo
en tampon de Hanks para preparar una suspension celular. Se
sembraron las células en una placa de 96 pocillos (Falcon)
recubierta con un fluido de cultivo que contenia poli-L-lisina
(medio neurobasal (Life technologies), 1 x B-27 complemento (Life
technologies), y L-glutamina 0.5 mM (Life technologies)).

[0115]

Se realizé la evaluaciéon de la actividad de mejora de la

escision de EphA4 que emplea neuronas del hipocampo siguiendo las
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etapas a continuacion. Se trataron neuronas del hipocampo de rata
sembradas en una placa de 96 pocillos (Falcon) con anticuerpo
monoclonal anti-EphA4 (67 nM) y y farmaco inhibidor de la selectasa
Compuesto E (50 nM, Enzo Life Sciences). Dieciséis horas después,
esto se lavé con PBS (Wako Pure Chemical), tampdén de muestra SDS
(tampon de muestra Laemmli (Bio-Rad) y 2-mercaptoetanol al 5%
(Bio-Rad)) se afiadié para recuperar las células, y esto fue
hervido por 5 minutos. Se realizé SDS-PAGE con esta muestra, se
realizé transferencia de tipo Western con anticuerpo monoclonal
anti-EphA4 (Abnova), se cuantifico la fuerza de la banda, y se
calculé el valor del fragmento C-terminal de EphA4/EphA4 de
longitud completa.

[0116]

Se obtuvo el anticuerpo monoclonal anti-EphA4 de ratén que
tenia la actividad que potencia la escision de EphA4 (anticuerpo
A). EIl isotipo del anticuerpo A se determiné con un kit que isotipa
anticuerpos monoclonales (Serotec) era 1gG; para la cadena pesada

y k¥ para la cadena ligera.

[0117]
(C) Analisis de la secuencia del anticuerpo A

La secuencia de ADN que codifica para la secuencia sefal y
la region variable de cadenas pesada y ligera del anticuerpo A se
amplifico mediante 5°"-RACE (amplificacidén rapida de extremos de
ADNc 57). Se prepard el ARN total a partir del hibridoma utilizando
el RNeasy (QIAGEn) y se tratd con DNasa (QIAGEN, conjunto de DNasa
exento de RNasa). Se preparé ADNc bicatenario a partir del ARN
total con el Kit de Sintesis de ADNc (TAKARA). El adaptador 5~
obtenido mediante hibridacién del oligoADN ad29S (ACATCACTCCGT)
(SEQ ID NO. 7 y el ol igoADN ad29AS
(ACGGAGTGATGTCCGTCGACGTATCTCTGCGTTGATACTTCAGCGTAGCT) (SEQ ID NO.
8) se afadi6é al ADNc. EI ADNc obtenido se amplifico por el cebador
directo 5 (cebador 5"-PCR4, AGCTACGCTGAAGTATCAACGCAGAG) (SEQ ID
NO. 9) y el cebador inverso 3” (GCCAGTGGATAGACTGATGG (SEQ ID NO.
10) se empled para la amplificacion de la cadena pesada de 1gG de
ratén, y GATGGATACAGTTGGTGCAGC (SEQ ID NO. 11) se empled para la
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amplificacion de la cadena ligera de Igc de ratén). EI ADNc
amplificado se inserto en el vector pCR2.1
(Invitrogen/LifeTechnologies). La secuencia del gen del
anticuerpo A se analizé con ABI 3130XL. Como las secuencias de
aminoacidos codificadas por la secuencia del gen del anticuerpo A
identificado por el presente analisis, la secuencia sefial de la
cadena pesada es la secuencia que se muestra en la SEQ ID NO. 12,
la region variable de la cadena pesada es la secuencia de muestra
en SEQ ID NO: 13; la secuencia sefial de la cadena ligera es la
secuencia de muestra en SEQ ID NO: 14, y la region variable de
cadena ligera es la secuencia mostrada en SEQ ID NO. 15. Como las
secuencias de nucledtidos que codifican para la secuencia de genes
del anticuerpo A, la secuencia sefial de la cadena pesada es la
secuencia mostrada en SEQ ID NO. 16, la regidén variable de la
cadena pesada es la secuencia de muestra en SEQ ID NO: 17; la
secuencia sefial de la cadena ligera es la secuencia de muestra en
SEQ ID NO: 18, y la region variable de cadena ligera es la
secuencia mostrada en SEQ ID NO. 19.
[0118]

Se obtuvieron las secuencias completas de las cadenas pesada
y ligera del anticuerpo A mediante los siguientes pasos. Se
prepar6 el ARN total a partir del hibridoma utilizando el RNeasy
(QIAGENn) y se traté con DNasa (QIAGEN, conjunto de DNasa exento
de RNasa). Se prepararon los productos de transcripcidén inversa
del ARN total con el kit de PCR de ARN (TAKARA). Empleando los
productos de transcripcion inversa obtenidos como molde, se
amplificé la secuencia de genes que codifica para las cadenas
pesada y ligera del anticuerpo A con PCR con cebador directo 5’
(GCGAAGCTTGCCGCCACCATGGCTGTCCTGGTGCTGCTCC (cebador 1D 7455) (SEQ
ID NO. 20) se us6 para la amplificacion de la cadena pesada, y
GCGAAGCTTGCCGCCACCATGGACATGAGGGTTCCTGCTCACG (cebador ID 7453)
(SEQ ID NO. 21) se uso para la amplificacion de la cadena ligera)
y el cebador inverso 3" (GCGGAATTCATCATTTACCAGGAGAGTGGGAGAGGC
(cebador ID 7257) (SEQ ID NO. 22) se us6 para la amplificacion de
la cadena pesada, y CGCGAATTCACTAACACTCATTCCTGTTGAAGCTCTTGAC
(cebador ID 7249) (SEQ ID NO. 23) se us6 para la amplificacion de
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la cadena ligera), y se clondé respectivamente en los vectores
PEE6.4 y pEE12.4 (Lonza). Se analiz6é la secuencia del gen con
ABI13130XL. Como las secuencias de aminoacidos codificadas por la
secuencia de genes del anticuerpo A identificada por el presente
analisis, la regiéon constante de cadena pesada es la secuencia
mostrada en SEQ ID NO. 24, y la region constante de cadena ligera
es la secuencia mostrada en SEQ ID NO. 25.
[0119]

Se determind la CDR del anticuerpo A con el siguiente método.
Se numerd la secuencia de aminoacidos del anticuerpo A segun el
sistema de numeracidén Kabat con el software Abysis (UCL).
Basdndose en esta numeracién, se tomé la decision segun la
definicion de Kabat para la identificacion de CDR. Las secuencias
de aminoacidos de CDR del anticuerpo A se muestran en la tabla 1.
[Tabla 1]
Secuencias de aminoacido de CDR del anticuerpo A

Nombre Secuencia
CDR1 de cadena RYGVH (SEQ ID NO. 26)
pesada
CDR2 de cadena
VIWRGGSTDYNAAFMS (SEQ ID NO. 27)
pesada
CDR3 de cadena
ESLFGVYYDYGYYSMDY (SEQ ID NO. 28)
pesada
CDR1 de cadena
) RASQEISGYLS (SEQ ID NO. 29)
ligera
CDR2 de cadena
_ AASTLDS (SEQ ID NO. 30)
ligera
CDR3 de cadena
_ LQYASYPLT (SEQ ID NO. 31)
ligera
[0120]

Ejemplo de Referencia 2: Afinidad de unidén de anticuerpo

monoclonal anti-EphA4 frente a EphA4 de ratéon y ser humano

Se determind la afinidad de unidén del anticuerpo A frente
a EphA4 de ratén y ser humano mediante resonancia de plasmones
superficiales (método de SPR) empleando Biacore T200 (GE
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Healthcare). En primer lugar, se Fijo el anticuerpo anti-His (GE
Healthcare, 28-9950-56) en un chip sensor CM5. Se realizdé la
fijacion mediante un método de acoplamiento de amina que empled
clorhidrato de N-hidroxisuccinimida (NHS) vy N-etil-N"-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), y se empleé etanolamina
para el bloqueo (el chip sensor y los reactivos de fijacion eran
de GE Healthcare ) Se diluyé esto a 3.5 pg/mL con el tampon de
fijacion (acetato de sodio 10 mM, pH 4.5), y se fijo en el chip
sensor de acuerdo con el protocolo unido a Biacore T200. Se diluyd
SEAP-His10 de la region extracelular de EphA4 de ratdén o ser
humano con el tampén de ejecucién HBS-EP (GE Healthcare, BR-1001-
88), y la disolucién se envié a una célula de flujo durante 120
segundos para su captura (la cantidad capturada es de
aproximadamente 10 RU) . Posteriormente, se observo
secuencialmente el anticuerpo A diluido en serie en el rango de
100, 50, 25, 12.5, 6.3, 3.2, 1.6 y 0 nM con HBS-EP se afadi6 al
chip sensor durante 120 segundos, y la curva de reaccién de uniodn
en el momento de la adiciéon (fase de unidn, 120 segundos) y una
vez completada la adicion (fase de disociacion, 600 segundos).
Tras completar cada observacidén, se afadi6o MgCl, 4 M (60 segundos,
Wako Pure Chemical) para regenerar el chip sensor. EI analisis de
ajuste mediante un modelo de unidén 1:1 que empled el software de
evaluacion BIA adjunto al sistema se realizé sobre la curva de
reaccion de union obtenida, y se calculd la afinidad de unién (KD
= kd/ka) frente a EphA4 de ratdén y ser humano.
[0121]

La afinidad de unidén del anticuerpo A frente a EphA4 de
ratén y ser humano (valor de KD) fue de 1.32 x 10-° My 1.19 x 10-
9 M, respectivamente (Figura 1). Otros parametros de unién frente
a EphA4 de raton y ser humano fueron casi en la misma medida. Por
consiguiente, se cree que el anticuerpo A tiene el mismo grado de
afinidad de unidén hacia EphA4 de ratén y ser humano.

[0122]
Ejemplo de Referencia 3: Actividad de mejora de la escision de

EphA4 de anticuerpo monoclonal anti-EphA4 en neuronas del
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hipocampo
Para el anticuerpo A, se realiz6 la evaluacion de la

actividad de mejora de la escision de EphA4 empleando neuronas
del hipocampo siguiendo las etapas a continuacidon. Se trataron
neuronas del hipocampo de rata sembradas en una placa de 96
pocillos (Falcon) con anticuerpo A (2.0, 6.7, y 20 nM) y farmaco
inhibidor de la yselectasa Compuesto E (50 nM, Enzo Life Sciences).
Veinticuatro horas después, esto se lavéo con PBS (Wako Pure
Chemical), tampon de muestra SDS (tampdén de muestra Laemmli (Bio-
Rad) y 2-mercaptoetanol al 5% (Bio-Rad)) se afiadid para recuperar
las células, y esto fue hervido por 5 minutos. Se realizé SDS-
PAGE con esta muestra, se realizd transferencia de tipo Western
con anticuerpo monoclonal anti-EphA4 (Abnova), se cuantifico la
fuerza de la banda, y se calculé el valor del fragmento C-terminal
de EphA4/EphA4 de longitud completa.
[0123]

Reaccion de escision de EphA4 mejorada de forma dependiente
de la concentracion del anticuerpo A en las neuronas del hipocampo
(Figura 2).

[0124]
Ejemplo de Referencia 4: Actividad inhibitoria de la unién EphA4

de raton-ligando de ratdon de anticuerpo monoclonal anti-EphA4

Para el anticuerpo A, se realizé6 la evaluacion de la
actividad inhibitoria de la unidon entre EphA4 de ratén y ligando
de ratén siguiendo las etapas a continuacion. Se cubrié el
anticuerpo fosfatasa anti-alcalina (Jackson ImmunoResearch
Laboratories) en los pocillos de una placa de 96 pocillos (Nunc).
Después de la incubacién a 4°C durante la noche, se bloquearon los
pocillos a temperatura ambiente durante una hora con Block ACE al
1% (DS Pharma Biomedical). Después de lavar durante tres veces
con Tween 20 al 0.02%/PBS (Thermo SCIENTIFIC), se afadidé una
proteina de la regidéon extracelular de EphA4 de raton-SEAP-His a
los pocillos (concentracion final 10 nM), y se incubé esto a
temperatura ambiente durante una hora. Después de lavar durante
tres veces, se afadieron el ligando y el anticuerpo A (0, 0.003,
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0.01, 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100, 300, 1000, y 3000 nM) a
los pocillos. Obsérvese que se emplearon la quimera de Efrina Al-
Fc de ratén biotinilada (R&D Systems, concentracion final de 6
nM) y quimera de Efrina B2-Fc de raton biotinilada (R&D Systenms,
concentracion final 2.5 nM) como ligandos. Después de incubar a
temperatura ambiente durante una hora y de lavar tres veces, se
afadio estreptavidina marcada con peroxidasa de rabano picante
(GE Healthcare) y esto se incub6 a temperatura ambiente durante
una hora. Después de lavar tres veces, se afadié disolucidén de
TMBZ (3,3",5,5"-tetrametilbencidina, Sigma) a 0los uno de los
pocillos y se incubd esto a temperatura ambiente durante 2 minutos.
Se afadio una cantidad igual de la disolucidon de detencidén (H2SO4
1 N, Wako Pure Chemical) a los pocillos, y se leyo la absorbancia
a 450 nm con un lector de microplacas (PerkinElmer).

[0125]

El anticuerpo A suprimié de manera dependiente de la
concentracion la unidén entre EphA4 de ratéon y ligando de ratén, y
los valores de Clsp frente a la unién de Efrina Al y Efrina B2 de
raton fueron aproximadamente 5,9 nM y 3,1 nM, respectivamente
(Figura 3). Por consiguiente, se mostré que el anticuerpo A inhibe
fuertemente la unidén entre EphA4 de ratén y el ligando de raton.

[0126]
Ejemplo de Referencia 5: Actividad inhibitoria de la unién EphA4

humano-ligando humano de anticuerpo monoclonal anti-EphA4

Para el anticuerpo A, se realiz6 la evaluacion de la
actividad inhibitoria de la unién entre EphA4 humano y Hligando
humano siguiendo las etapas a continuacion. Se cubrié el
anticuerpo fosfatasa anti-alcalina (Jackson ImmunoResearch
Laboratories) en los pocillos de una placa de 96 pocillos (Nunc).
Después de la incubacién a 4°C durante la noche, se bloquearon los
pocillos a temperatura ambiente durante una hora con Block ACE al
1% (DS Pharma Biomedical). Después de lavar durante tres veces
con Tween 20 al 0.05%/PBS (Thermo SCIENTIFIC), se afadidé una
proteina de la region extracelular de EphA4 humano-SEAP-His a los
pocillos (concentracion final 10 nM), y se 1incub6 esto a
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temperatura ambiente durante una hora. Después de lavar durante
tres veces, se afiadieron a los pocillos el ligando y el 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). Obsérvese que se emplearon la quimera
de Efrina A5-Fc humana biotinilada (R& Systems, concentracion
final de 0.7 nM) y quimera de Efrina B3-Fc humana biotinilada (R&D
Systems, concentracion final 2.3 nM) como ligandos. Después de
incubar a temperatura ambiente durante una hora y de lavar tres
veces, se afadid estreptavidina marcada con peroxidasa de rébano
picante (GE Healthcare) y esto se incubé a temperatura ambiente
durante una hora. Después de lavar tres veces, se afiadié6
disolucion de TMBZ (3,37,5,5"-tetrametilbencidina, Sigma) a los
pocillos y se incubd esto a temperatura ambiente durante 2-5
minutos. Se afiadié una cantidad igual de 1la disolucién de
detencidén (H:SOs 1 N, Wako Pure Chemical) a los pocillos, y se
ley6 la absorbancia a 450 nm con un lector de microplacas
(Molecular Devices o PerkinElmer).

[0127]

ElI anticuerpo A suprimié de manera dependiente de la
concentracion la unidén entre EphA4 humano y ligando humano, y los
valores de Clso frente a la unidon de Efrina A5 y Efrina B3 humana
fueron aproximadamente 2,8 nM y 1,4 nM, respectivamente (Figura
4) . Por consiguiente, se mostré que el anticuerpo A también inhibe
fuertemente la unidén entre EphA4 humano y el ligando humano.

[0128]
Ejemplo de Referencia 6: Selectividad del anticuerpo monoclonal

anti-EphA4 frente al receptor Eph humano

Siguiendo el método para preparar la proteina de la region
extracelular de EphA4 de ratdon -SEAP-His descrita en el Ejemplo
de Referencia 1, se amplificaron las secuencias de ADN que
codifican para la secuencia sefial y la region extracelular de cada
receptor Eph de humanos (EphAl, EphA2, EphA3, EphA4, EphA5, EphA6,
EphA7, EphA8, EphAl10, EphBl1, EphB2, EphB3, EphB4, y EphB6)
mediante RT-PCR con ARN total derivado de tejido, y se clonaron
en el vector pENTR1A (Invitrogen/LifeTechnologies) que tiene la
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secuencia de ADN que codifica para SEAP y etiqueta de histidina.
A continuacién, las secuencias de ADN que codifican para la
secuencia sefial y la region extracelular de cada receptor Eph de
humano, SEAP, y la etiqueta de histidina se transfirieron al
vector pcDNA 3.1 _rfcB mediante LR reaccion del Sistema Gateway
(Invitrogen/LifeTechnologies) para construir vectores
(denominados "vector de expresion de la proteina de la regioén
extracelular del receptor Eph-SEAP-His') que expresa una proteina
gque tiene SEAP y la etiqueta de His fusionada con la region
extracelular de cada receptor Eph de humano (denominado "‘proteina
de la regién extracelular del receptor Eph-SEAP-His').

[0129]

A continuacion, cada uno de los vectores de expresion de la
proteina de la regiéon extracelular del receptor de Eph humana-
SEAP-His se introdujo en células Expi293F (Gibco/ThermoFisher)
con el sistema de expresion Expi293 (Gibco/ThermoFisher). Después
de 5 dias de cultivo (C02 al 5%, 37°C, 120 rpm), se recuper6 el
sobrenadante del cultivo, y se centrifugd esto a temperatura
ambiente, a 1500 rpm, y durante 5 minutos. Se filtré el
sobrenadante centrifugado con un filtro de 0.45 uym (Millipore).
[0130]

Para el anticuerpo A, se realiz6 la evaluacion de la
actividad de uniodn del receptor Eph humano siguiendo las etapas a
continuacion.

Se cubrié el anticuerpo anti-6-His de conejo (Bethyl
Laboratories) en los pocillos de una placa de 96 pocillos (Nunc).
Después de la incubacién a 4°C durante la noche, se bloquearon los
pocillos a temperatura ambiente durante una hora con Block ACE al
1% (DS Pharma Biomedical). Después de lavar durante tres veces
con Tween 20 al 0.05%/PBS (Thermo SCIENTIFIC), se sembré cada
proteina de la region extracelular humana-SEAP-His del receptor
Eph (concentracién final 1 nM) en cada pocillo, y se incubd esto
a temperatura ambiente durante una hora. Después de lavar durante
tres veces, solucion de 1gG humana (100 pg/mL, Mitsubishi Pharma
Corporation) y anticuerpo A (10 ug/mL) se afadieron a cada los
pocillos y se incubd esto a la temperatura ambiente durante una
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hora. Se afiadié anticuerpo 1gG anti-ratdon de burro marcado con
peroxidasa de radbano picante (Jackson ImmunoResearch
Laboratories) y se incubd esto a temperatura ambiente durante una
hora. Después de lavar durante tres veces, se afadidé la disolucion
de TMBZ (3,37,5,5"-tetrametilbencidina, Sigma) a los pocillos, y
tras la confirmaciéon de una cantidad moderada de coloracién, se
afadio una cantidad igual de la disolucidén de detencidén (HzSOs 1
N, Wako Pure Chemical) a los pocillos, y se leyé la absorbancia a
450 nm con un lector de microplacas (PerkinElmer).
[0131]

Entre la familia del receptor Eph humano, el anticuerpo A
tenia actividad de union especifica solo hacia EphA4 humano
(Figura 5).

[0132]
Ejemplo de Referencia 7: Selectividad del anticuerpo monoclonal

anti-EphA4 frente a receptor Eph de ratén

Siguiendo el método para preparar la proteina de la region
extracelular de EphA4-Fc-His segun el Ejemplo de Referencia 1, se
amplificaron las secuencias de ADN que codifican para la secuencia
sefial y la region extracelular de cada receptor Eph de ratdén
(EphAl, EphA3, EphA4, EphA5, EphA6, EphA7, EphA8, EphAl10, EphB1,
EphB2, EphB3, EphB4, y EphB6) mediante RT-PCR con ARN total
derivado de tejido, y se clonaron en el vector PpENTR1A
(Invitrogen/LifeTechnologies) que tiene la secuencia de ADN que
codifica para la regioén Fc de 1gG; humano y etiqueta de histidina.
A continuacién, las secuencias de ADN que codifican para la
secuencia sefal y region extracelular de cada receptor Eph de
ratén, Fc, y etiqueta de histidina (EphAl, EphA3, EphA4, EphA5,
EphA6, EphA7, EphA8, EphA10, EphBl, EphB2, EphB3, EphB4, y EphB6)
se transfirieron al vector pcDNA 3.1 rfcB mediante reaccién LR
del Sistema Gateway (Invitrogen/LifeTechnologies) para construir
la regiéon extracelular de cada receptor Eph del vector de
expresion de la proteina de ratén-Fc-His. En la construccién del
vector de expresion de la proteina de la regién extracelular de
EphA2 de raton-Fc-His, las secuencias de ADN que codifican para
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la secuencia sefial y la regién extracelular de EphA2 de ratén se
amplificaron mediante RT-PCR con ARN total derivado de tejido y
se clon6é en un vector pcDNA3.1 que tiene la secuencia de ADN que
codifica para Fc y etiqueta de histidina para construir un vector
de expresion de la proteina de la region extracelular de EphA2 de
ratoén-Fc-His.

[0133]

A continuacion, cada uno de los vectores de expresion de la
proteina de la region extracelular del receptor de Eph de ratén-
Fc-His se introdujo en células Expi293F (Gibco/ThermoFisher) con
el sistema de expresiéon Expi293 (Gibco/ThermoFisher). Después de
5 dias de cultivo (CO02 al 5%, 37°C, 120 rpm), se recuperd el
sobrenadante del cultivo, y se centrifugd esto a temperatura
ambiente, a 1500 rpm, y durante 5 minutos. Se filtré el
sobrenadante centrifugado con un filtro de 0.45 uym (Millipore).
[0134]

Para el anticuerpo A, se realiz6 la evaluacion de la
actividad de union del receptor Eph de raton siguiendo las etapas
a continuacion.

Se cubrié el anticuerpo anti-6-His de conejo (Bethyl
Laboratories) en los pocillos de una placa de 96 pocillos (Nunc).
Después de la incubacién a 4°C durante la noche, se bloquearon los
pocillos a temperatura ambiente durante una hora con Block ACE al
1% (DS Pharma Biomedical). Después de lavar durante tres veces
con Tween 20 al 0.05%/PBS (Thermo SCIENTIFIC), se sembr6 cada
proteina de la region extracelular de raton-Fc-His del receptor
Eph (concentracién final 1 nM) en cada pocillo, y se incubd esto
a temperatura ambiente durante una hora. Después de lavar durante
tres veces, solucién de IgG humana (100 pug/mL, Sigma) y anticuerpo
A (10 pg/mL) se afiadieron a cada los pocillos y se incubd esto a
la temperatura ambiente durante una hora. Se afiadié anticuerpo
IgG anti-raton de burro marcado con peroxidasa de rédbano picante
(Jackson ImmunoResearch Laboratories) y se incub6 esto a
temperatura ambiente durante una hora. Después de lavar durante
tres veces, se afadié la disolucién de TMBZ (3,3",5,5"-
tetrametilbencidina, Sigma) a los pocillos, y tras la confirmacion
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de una cantidad moderada de coloracién, se afiadié una cantidad
igual de la disolucién de detencion (HzSOs 1 N, Wako Pure Chemical)
a los pocillos, y se ley6é la absorbancia a 450 nm con un lector
de microplacas (PerkinElmer).
[0135]

Entre la familia del receptor Eph de ratéon, el anticuerpo
A tenia actividad de unidén especifica solo hacia EphA4 de ratdn
(Figura 6).

[0136]
Ejemplo de Referencia 8: Reactividad de anticuerpo monoclonal

anti-EphA4 frente a EphA4 de ratén, rata, mono y humana

Se realizé la preparacion de proteinas de las regiones
extracelulares de EphA4 de ratén, rata, mono y ser humano Fc-His
siguiendo las etapas a continuacion. En primer lugar, siguiendo
el método para preparar la proteina de la region extracelular de
EphA4-Fc-His segun el Ejemplo de Referencia 1, se construyd el
vector de expresion de la proteina de la regidén extracelular de
EphA4 de mono-Fc-His. La secuencia de aminoacidos de EphA4 de mono
utilizada en la construccioén del vector se muestra como SEQ ID NO.
32, y la region extracelular del mismo se muestra como SEQ ID NO.
33. Se prepararon diversas proteinas de la region extracelular de
EphA4-Fc-His empleando el vector de expresiéon de la proteina de
la region extracelular de EphA4 de mono-Fc-His asi como los
vectores de expresion de la proteina de la region extracelular de
EphA4 de ratén, rata, y ser humano-Fc-His descritos en el Ejemplo
de Referencia 1.

[0137]

Para el anticuerpo A, se realizé6 la evaluacion de la
actividad de unidén con diversas regiones extracelulares de EphA4
siguiendo las etapas a continuacioén.

Se cubrieron el anticuerpo IgG anti-humano de burro (Jackson
ImmunoResearch Laboratories) en los pocillos de una placa de 96
pocillos (Nunc). Después de la incubacién a 4°C durante la noche,
se bloquearon los pocillos a temperatura ambiente durante una hora
con Block ACE al 1% (DS Pharma Biomedical). Después de lavar
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durante tres veces con Tween 20 al 0.05%/PBS (Thermo SCIENTIFIC),
se sembraron proteinas de las regiones extracelulares de EphA4 de
ratén, rata, mono y ser humano-Fc-His (concentracién final 1 nM)
en los pocillos, y se incubd esto a temperatura ambiente durante
una hora. Después de lavar durante tres veces, se afladieron
disolucion de 1gG  humano (100 pug/mL, Mitsubishi Pharma
Corporation) y anticuerpo A (0, 0.00013, 0.00064, 0.0032, 0.016,
0.08, 0.4, 2, y 10 pg/mL) a los pocillos, y se incub6 esto a
temperatura ambiente durante una hora. Se afiadié anticuerpo 1gG
anti-raton de burro marcado con peroxidasa de rabano picante
(Jackson ImmunoResearch Laboratories) y se 1incub6 esto a
temperatura ambiente durante una hora. Después de lavar durante
tres veces, se afadié la disolucion de TMBZ (3,37,5,5°-
tetrametilbencidina, Sigma) a los pocillos, y tras la confirmacion
de una cantidad moderada de coloracién, se afiadidé una cantidad
igual de la disolucién de detencion (H:SOs 1 N, Wako Pure Chemical)
a los pocillos, y se ley6é la absorbancia a 450 nm con un lector
de microplacas (PerkinElmer).
[0138]

El anticuerpo A tenia una actividad de unidén equivalente en
todas las EphA4 de ratoén, rata, mono y ser humano (Figura 7).

[0139]
Ejemplo de Referencia 9: Reactividad del anticuerpo monoclonal

anti-EphA4 frente a la regién extracelular de EphA4 humano,

dominio de unién a ligando, dominio 1 de fibronectina tipo 111,

dominio 2 de fibronectina tipo 111

Se realizé la preparacion de proteinas que tienen la region

extracelular (ECD), dominio de unién a ligando (LBD), dominio 1
de fTibronectina tipo 111 (FN1), o dominio 2 de fibronectina tipo
111 (FN2) de EphA4 humano condensado con proteina de unidén a
maltosa (MBP) y etiqueta de histidina (a continuacién en el
presente documento "proteina de la region extracelular de EphA4
humano-MBP-His", "proteina del dominio de unidn a ligando de EphA4
humano-MBP-His", “proteina del dominio 1 de fibronectina tipo 111
de EphA4 humano-MBP-His", y “proteina del dominio 2 de
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fibronectina tipo 111 de EphA4 humano-MBP-His'™) siguiendo las
etapas a continuacién. Inicialmente, se construyeron los vectores
de expresion de la regién extracelular de EphA4 humano pcDNA 3.4,
dominio de unidn a ligando, dominio de fibronectina tipo 11l o
dominio de fibronectina tipo 11l 2-MBP-His. En primer lugar, la
secuencia sefal de EphA4 humano (SEQ ID NO. 34) o la secuencia
sefial de preprotripsina (SEQ ID NO. 35) y se amplificaron las
secuencias de ADN que codifican para cada dominio de EphA4 humano
mediante PCR, y se clonaron en el vector pcDNA 3.4 que tenia la
secuencia de ADN que codifica para MBP y etiqueta de histidina
(Invitrogen/LifeTechnologies) para construir 1los vectores de
expresion de la region extracelular de EphA4 humano-MBP-His,
proteina del dominio de unién a ligando de EphA4 humano-MBP-His,
proteina del dominio 1 de fibronectina tipo 111 de EphA4 humano-
MBP-His, y proteina del dominio 2 de fibronectina tipo 111 de
EphA4 humano-MBP-His. La secuencia de aminoacidos de EphA4 humano
utilizada en la construccioén del vector se muestra como SEQ ID NO.
5, la regioén extracelular del mismo como SEQ ID NO. 36, el dominio
de unidén a ligando como SEQ ID NO. 37, el dominio 1 de fibronectina
tipo 111 como SEQ ID NO. 38, y el dominio 2 de fibronectina tipo
111 como SEQ ID NO. 39. Se transfirieron los vectores de expresion
anteriores en células Expi293F (Thermo SCIENTIFIC) con el sistema
de expresion Expi293 (Thermo SCIENTIFIC). Cuatro dias después, se
recupero el sobrenadante del cultivo, y se hizo pasar a través de
un Filtro de 0,45 uym (Millipore). Se realizd la purificacion bruta
con resina de amilosa (NEB), y se sustituyé el tampén por PBS
(Wako Pure Chemical) con columna de centrifugaciéon vy
desalinizacion Zeba (Thermo SCIENTIFIC). Se purifico
diferencialmente la fraccidén de mondmero con Superdex 200 10/300
(GE Healthcare).

[0140]

Para el anticuerpo A, se realizé la evaluacion de la
actividad de unién con diversos dominios en EphA4 humano siguiendo
las etapas a continuacion.

Se cubrié el anticuerpo anti-6-His de conejo (Bethyl
Laboratories) en los pocillos de una placa de 96 pocillos (Nunc).
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Después de la incubacién a 4°C durante la noche, se bloquearon los
pocillos a temperatura ambiente durante una hora con Block ACE al
1% (DS Pharma Biomedical). Después de lavar durante dos veces con
Tween 20 al 0.02%/PBS (Nacalai Tesque), se sembraron la proteina
de la regidén extracelular de EphA4 humano-MBP-His, proteina de
dominio de unidén a ligando de EphA4 humano-MBP-His, proteina del
dominio 1 de fibronectina tipo 111-MBP-His de EphA4 humano, y
proteina del dominio 2 de fibronectina tipo 111-MBP-His de EphA4
humano (concentracién final 10 nM) en los pocillos, y se incubd
esto a temperatura ambiente durante una hora. Después de lavar
durante tres veces, se afadid el anticuerpo A (final concentracion
10 nM) a los pocillos, y se incub6 esto a temperatura ambiente
durante una hora. Se afiadié anticuerpo del fragmento Fcy de 1gG
anti-raton de cabra marcado con peroxidasa de rabano picante
(Jackson ImmunoResearch Laboratories) y se 1incub6 esto a
temperatura ambiente durante una hora. Después de lavar durante
cinco veces, se afadidé la disolucion de TMB (KLP) a los pocillos,
y tras la confirmacion de una cantidad moderada de coloracién, se
afladié una cantidad igual de la disolucién de detencidon (H:SO, 2
N, Wako Pure Chemical) a los pocillos. Se ley6 la absorbancia a
450 nm y 650 nm por un lector de microplacas (PerkinElmer).
[0141]

El anticuerpo A tenia la actividad de unidén para la regioén
extracelular de EphA4 humano (ECD) y dominio de unidon a ligando
(LBD) (Figura 8). No hubo reaccién para el dominio 1 de
fibronectina tipo 11l (FN1) y dominio 2 de fibronectina tipo 111
(FN2). Por consiguiente, se encontré que el anticuerpo A se une
especificamente al dominio de unién a ligando de la regiodn
extracelular de EphA4 humano.

[0142]
Ejemplo de Referencia 10: Efecto del anticuerpo monoclonal anti-

EphA4 sobre el aumento del numero de espinas en la neurona del

hipocampo
Se realizé la preparacion de neuronas del hipocampo de rata

tal como se describe en el Ejemplo de Referencia 1 anterior (B).
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Se introdujeron neuronas del hipocampo de rata con el gen EGFP
empleando Nucleofector (Lonza), se mezclaron con las neuronas del
hipocampo de rata sin introduccién de gen y se sembraron en una
placa de 24 pocillos (Falcon) que contenia un cubreobjeto
(Matsunami Glass Industries) recubierto con poli-L-lisina.

[0143]

El conteo de espinas empleando neuronas del hipocampo se
realizé siguiendo las etapas a continuacion. Las neuronas del
hipocampo de rata introdujeron EGFP en el cultivo el dia 13
sembrado en una placa de 24 pocillos (Falcon) que contenia una
cubierta de vidrio (Matsunami Glass Industries) recubierta con
poli-L-lisina y se trataron con anticuerpo de control (IgG: de
ratén; BiolLegend) o anticuerpo A (6,7 y 20 nM) durante 24 horas.
Se transfirié el vidrio de cobertura a PFA al 2% (Wako Pure
Chemical)/sacarosa al 4% (Wako Pure Chemical)/PBS, y esto se dejo
en reposo durante 20 minutos para fijar las células. Después de
eliminar la disolucidon de Ffijacion y lavar las células tres veces
con PBS, se afadi6 Triton X-100 (Wako Pure Chemical)/PBS al 0,25%,
y se realizé la permeabilizacion celular durante 15 minutos. Se
retiré la disolucién, se transfirid el vidrio de cobertura a BSA
al 2% (Sigma)/Tritén X-100 al 0,25%/0pti-MEM (GIBCO) y se sometid
a un bloqueo de una hora, después de lo cual se realizé el
anticuerpo anti-GFP (Nacalai Tesque) se dejd reaccionar durante
1,5 horas. Después de retirar la disolucidén de anticuerpo primario
y lavar tres veces con PBS, se permitié que el anticuerpo
secundario reaccionara durante una hora. Después de eliminar la
disolucion de anticuerpo secundario y lavar tres veces con PBS,
se afadid el reactivo Antifade Prolong Gold (sondas moleculares)
para el montaje, y se realizd la observacion con LSM800 (ZEISS).
Se llevo a cabo el experimento descrito anteriormente tres veces,
y para cada experimento, se extrajeron neuronas de dos
cubreobjetos, se contaron las espinas en cada dendrita con el
software de analisis de imigenes Imaris® (Bitplane), y se calculd
el numero de espinas por 10 um para cada neurona.

[0144]
El anticuerpo A aumentdé el numero de espinas en la neurona
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del hipocampo (Figura 9). Este resultado muestra que el anticuerpo
A tiene la actividad para estabilizar espinas en neuronas del
hipocampo.

[0145]
Ejemplo de Referencia 11: Efecto del anticuerpo monoclonal anti-

EphA4 para suprimir la fosforilacién tau in vivo

Se realizé6 la evaluacion del efecto para suprimir la
fosforilacion tau in vivo empleando ratén transgénico tau
(rTg4510) siguiendo las etapas a continuaciéon. Se administraron
por via subcutanea los ratones transgénicos Tau (rTg4510) dos
veces a la semana desde 20 hasta 26 semanas de edad con el
anticuerpo A o el anticuerpo de control preparado mediante métodos
convencionales inmunizando un ratéon con dinitrofenol (anticuerpo
anti-dinitrofenol de ratén) a una dosis de 100 mg/kg (10 ml/kg)
cada uno. En 3,5 dias después de la administracion final, se
realizé anestesia con isoflurano al 2% (Intervet) y una mezcla de
tres tipos de farmacos anestésicos (4.0 mg/kg de Dormicum
(Astellas Pharma), 0.3 mg/kg de Domitor (Nippon Zenyaku Kogyo), Yy
5.0 mg/kg de Vetorphale (Meiji Seika Pharma)), se realizé la
perfusién con anestesia con PBS (Wako Pure Chemical) que contiene
3 unidades/mL de heparina (Ajinomoto) y coctel de inhibidor de
fosfatasa al 1% (Nacalai Tesque), y se resecoé el hemisferio
cerebral. Se fijo6 el hemisferio cerebral recogido a 4°C mientras
gue se agitaba durante la noche en paraformaldehido al 2%
(TAAB)/tamp6n fosfato 0.1 M (Wako Pure Chemical). Se sustituyd el
hemisferio cerebral con sacarosa al 20% (Wako Pure
Chemical)/tamp6on fosfato 0.1 M (Wako Pure Chemical) vy
posteriormente sacarosa al 25%/tampén fosfato 0.1 M (Wako Pure
Chemical), y luego se incrusté en Tissue-Tek O.C.T. Compuesto
(Sakura Finetek Japon)/sacarosa al 25%, y congelado con nitrégeno
Ifquido. Se crearon cortes a un espesor de 7 um con criostato
CM1860 (Leica), se adhirieron a un vidrio deslizante (Muto Pure
Chemicals), se secaron al aire con aire frio y luego se colocaron
en una bolsa sellada y se almacenaron a -80°C. Se descongelé el
portaobjetos de vidrio usado para la inmunotincién, se secé al
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aire con aire frio y luego se lavo con PBS (Wako Pure Chemical),
se sumergié en BSA al 1% (Sigma)/suero de burro normal al 10%
(Jackson ImmunoResearch Laboratories)/disolucion de Triton X-100
al 0,5% (Wako Pure Chemical)/PBS, y se sometié a una hora de
bloqueo, después de lo cual se dej6 reaccionar el anticuerpo tau
anti-fosforilado AT8 (Fujirebio Europe NV) durante la noche a
temperaturas habituales. Después de lavar tres veces con PBS, se
permitidé que el anticuerpo secundario reaccionara durante una hora.
Después de lavar durante tres veces con PBS, se colocé el reactivo
Prolong Gold Antifade (sondas moleculares) en el corte y se monto,
y se realizd observacidon con LSM700 (ZEISS). Se midio el area
positiva para la sefial de AT8 en el estrato radiado del hipocampo
CAl con el software de analisis de imagenes Imaged, y se calculd
la proporcion del area de sefal positiva de AT8 frente al area
total.

[0146]

El anticuerpo A disminuy6 la sefial de tau fosforilado en la
region del hipocampo CA1 (Figura 10). Este resultado muestra que
el anticuerpo A tiene la actividad para suprimir la progresién de
la patologia de tau en ratdon transgénico tau (rTg4510).

[0147]
Ejemplo de Referencia 12: Mapeo de epitopos de dominio de unién a

ligando de EphA4 (EphA4-LBD) mediante andlisis de estructura

cristalina de rayos X

La preparacion de anticuerpo A-Fab se realiz6 siguiendo las
etapas a continuacion. Se disolvié el anticuerpo A a 101.1 mg en
tampon fosfato de sodio 0.1 M (pH 7.0) que comprendia L-cisteina
30 MM y EDTA 2 mM a una concentracién de 15 mg/mL. A esta
disolucion de anticuerpo, se le afadid papaina (Sigma) a cantidad
de 17200 al anticuerpo, y se realizé la digestién enzimatica a
37°C durante 18 horas. Se dializé el jugo de la digestion
enzimidtica del anticuerpo A frente a PBS, y se elimind el
precipitado por centrifugacion (se redisolvidé el precipitado
producido en PBS y se mezclé con el sobrenadante de
centrifugacién). A continuacidén, se realizaron los siguientes
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pasos con el propoésito de eliminar las impurezas que no sean el
anticuerpo A-Fab.
1) Purificaciéon por columna de proteina A

Se aplic6 esta disolucidn de digestiéon enzimatica a 2 ml de
ProSep vA de alta capacidad (Millipore) equilibrada con PBS, y se
recuperaron la fraccién de paso y la fraccion de lavado de PBS.
2) Purificacion por afinidad que emplea el anticuerpo anti-I1gG Fcy
humano

Se prepar6 una columna de afinidad que tenia el anticuerpo
anti-1gG Fcy humano (Jackson ImmunoResearch Laboratories) unido
covalentemente a Sepharose 4FF (GE Healthcare) activado por NHS
segun el manual de esta Sepharose. Se cargdé Hla disolucidn
recuperada en el 1) anterior en esta columna de afinidad, y se
recuperaron la disolucion de paso y la disolucion de lavado PBS
de la misma.

3) Purificacion mediante filtraciéon en gel

Se concentr6 la fraccion de paso obtenida en el 2) anterior
con una membrana de ultrafiltracion. Se equilibré Superose 12 (GE
Healthcare) con PBS, se aplicdé la muestra concentrada y se separo
y se purificd. Se analizdé una parte de la fraccion separada y
purificada con SDS-PAGE, y se recuperd la fraccién que comprende
el A-Fab del anticuerpo con alta pureza y se combiné. Se establecié
la muestra purificada de esta manera como anticuerpo A-Fab.
[0148]

Se prepar6é EphA4-LBD con el fin de preparar un complejo de
anticuerpo A-Fab y el antigeno EphA4-LBD (Qin H. et al., J. Biol.
Chem., 283: 29473-29484 (2008)). Se mezclaron EphA4-1LBD a 0.68
umol (200 uM, 3.4 mL) y anticuerpo A-Fab a 0.45 pmol (300 uM, 1.5
mL) de modo que EphA4-LBD tendra wuna razon molar de
aproximadamente 1.5 veces frente al anticuerpo A-Fab. A
continuacién, la disolucion mixta se aplico a HILOAD 26/60
Superdex 75 prep grade (GE Healthcare), y se eluy6é con el tampon
para cromatografia (Tris/HCI 25 mM (pH 7.5), NaCl 100 mM). Se
analizé la fraccion que comprende el complejo con SDS PAGE, se
reunieron las fracciones de alta pureza y se concentraron a
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aproximadamente 40,8 mg/ml, y se emple6 esto para la
cristalizacion.
[0149]

La cristalizacion del complejo se realizé mediante método
de difusidén de vapor de gota colgante con un dispositivo de auto
cristalizacion Hydra 11 Plus One System (Matrix Technologies Corp.,
Ltd.). Se us6 MRC-2 (Dimensiones moleculares) como placa. La
composicion de la disolucién del depésito fue HEPES 100 mM (pH
7,5), polietilenglicol 8000 al 10%, y etilenglicol al 8%, y se
mezclaron esta disolucion de depdsito y la disolucion del complejo
anterior de manera que la relacién de volumen fue 1:1 para generar
gotas de cristalizacion. Se dejo la placa de cristalizacion
generada en reposo a 20°C.

[0150]

Tras la cristalizaciéon en l1a condicién anterior, se
obtuvieron cristales que tienen el grupo espacial P212121,
parametros de red a = 71.0 A, b = 84.5 A, y ¢ = 116.1 A. Se incide
la radiacion de rayos X de luz (1,0 A) en los cristales obtenidos
para obtener datos de difraccion de 1,79 A. Los datos de difraccion
se procesaron por HKL2000 (HKL Research Inc.) y la determinaciodn
de fases se realizd por método de sustitucion molecular. EI
programa PHASER (versioén 2.5.0, McCoy A. J. et al., J. Appl. Cryst.
40: 658-674 (2007)) incluido en CCP4 Software Suite (Proyecto
computacional colaborativo numero 4, [CCP4] versién 6.5.0, Acta
Cryst. D 67: 235-242 (2011)) se emple6é para el método de
sustituciéon molecular. Se emplearon la estructura cristalina de
EphA4-LBD (PDBID:3CKH) y la estructura cristalina de la region
Fab de I1gG (PDBID:2VXT (cadena L) y 1FGN (cadena H)) como el
modelo de busqueda del método de sustitucion molecular. Se
construyd un modelo molecular con el programa COOT (Emsley P. et
al., Acta Cryst. D 60: 2126-2132n (2004)) para ajustarse a la
densidad electrénica obtenida de la Tase determinada, y el
refinamiento de la estructura se realizé con el programa REFMAC
(Murshudov G.N., Acta Cryst. D 53: 240-255 (1997)).
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Se obtuvo la estructura cristalina del complejo de la
resoluciéon de 2.0 A mediante el calculo estructural (R = 0.212,
Rlibre = 0.258).

[0151]

Se analizé la estructura cristalina del complejo de A-
Fab/EphA4-LBD del anticuerpo obtenido con [la herramienta de
deteccién de la interaccion equipada en el sistema quimico
computacional MOE 2018.0101 (Chemical Computing Group Inc.), y se
identificaron los residuos aminoacidos en EphA4-LBD que estéan en
contacto directo con A-Fab anticuerpo (Figura 11A). Los residuos
aminoacidos identificados son Glu51, Gly52, 11e59, GIn71, Cys73,
Asn74, Val75, Met76, Glu77, Thr104, Argl06, Leulll, Proll2, Metl15,
Argl62, Metl64, Cysl191, Alal93, y Vall95. La figura 11B muestra
la estructura de la superficie de EphA4-LBD generada con Maestro
(versiéon 11.0, Schrodinger). Como resultado, 1los presentes
inventores concluyeron que la region donde estan presentes estos
residuos aminoacidos es la region de unidén del anticuerpo A-Fab
en EphA4-1LBD.

[0152]
Ejemplo 1: Preparacion de anticuerpo humanizado de anticuerpo A

Preparacion de anticuerpo anti-EphA4 humanizado

Se disefidé la regidon variable del anticuerpo humanizado.
Basandose en la elevada homologia frente a la region de
armazon(FR) del anticuerpo A, entre las FR del anticuerpo humano,
IGHV3-33*03 (SEQ ID NO. 42) y JH6 (SEQ ID NO. 43) para la cadena
pesada y I1GKV1-17*01 (SEQ ID NO. 40) y JK4 (SEQ ID NO. 41) para
la cadena ligera se seleccionaron como las FR para el anticuerpo
humanizado. Los aminoacidos en el FR que interactuan con los
aminoadcidos de la CDR se predijeron empleando un modelo de
prediccién de estructura 3D del anticuerpo de raton A, estos se
trasplantaron junto con la CDR del anticuerpo A que tiene la
mutacion Y32F en la CDR1 de la cadena pesada (SEQ ID NO. 44, 27,
28, y 29-31), y HK2-42 (SEQ ID NO. 45) se disefié como la region
variable de cadena pesada del anticuerpo humanizado y L1-8 (SEQ
ID NO. 46) se disefid as la regidon variable de cadena ligera del
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anticuerpo humanizado. Las secuencias de aminoacidos de la CDR
trasplantada se muestran en la tabla 2, y las secuencias de &cido
nucleico se muestran en la tabla 3.

[0153]

La region constante de 1gG; humano (SEQ ID NO. 47) se empled
como la regién constante de cadena pesada. Igk humano (SEQ ID NO.
48) se empledé como la regién constante de cadena ligera. Se
transfectd un vector de expresion (pcDNA 3.4) que comprende la
secuencia de genes que codifica para la secuencia de aminoacidos
del anticuerpo humanizado en células Expi293F
(Gibco/ThermoFisher) con el sistema de expresion Expi293
(Gibco/ThermoFisher). Como la secuencia del gen que codifica la
secuencia de aminoacidos del anticuerpo humanizado, la secuencia
de &cido nucleico mostrada en SEQ ID NO. 55 se empled as region
variable de cadena pesada, la secuencia de acido nucleico mostrada
en SEQ ID NO. 56 se empledé as region variable de cadena ligera,
la secuencia de &cido nucleico mostrada en SEQ ID NO. 57 se empled
como la regidén constante de cadena pesada, y la secuencia de acido
nucleico mostrada en SEQ ID NO. 58 se empled como la region
constante de cadena ligera, respectivamente. La secuencia de
aminoacidos de la longitud completa de la cadena pesada (no
incluyendo la secuencia sefial) del anticuerpo humanizado es la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO. 59, la secuencia
de aminoacidos de la longitud completa de la cadena ligera (no
incluyendo la secuencia sefial) es la secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO. 60. La secuencia de &cido nucleico que
codifica para la longitud completa de 1la cadena pesada del
anticuerpo humanizado es la secuencia de acido nucleico mostrada
en SEQ ID NO. 61, y la secuencia de acido nucleico que codifica
para la longitud completa de la cadena ligera es la secuencia de
acido nucleico mostrada en SEQ ID NO. 62. Se recuper6 el
sobrenadante, y se purificé el anticuerpo humanizado del
anticuerpo A (anticuerpo B) con MabSelectSuRe (GE Healthcare).
[0154]

[Tabla 2]
Secuencias de aminoacidos de CDR del anticuerpo B
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Nombre Secuencia

CDR1 de cadena RFGVH (SEQ ID NO. 44)

pesada

CDR2 de cadena

VIWRGGSTDYNAAFMS (SEQ ID NO. 27)
pesada
CDR3 de cadena
ESLFGVYYDYGYYSMDY (SEQ ID NO. 28)

pesada

CDR1 de cadena

. RASQEISGYLS (SEQ ID NO. 29)

ligera

CDR2 de cadena

) AASTLDS (SEQ ID NO. 30)

ligera

CDR3 de cadena

) LQYASYPLT (SEQ ID NO. 31)

ligera

[Tabla 3]
Secuencias de &acido nucleico de CDR del anticuerpo B

Nombre Secuencia

CDR1 de cadena AGATTTGGAGTGCAT (SEQ ID NO. 49)

pesada

CDR2 de cadena GTGATCTGGAGGGGAGGATCCACCGACTACAACGCTGCTTTTATGAGC
pesada (SEQ ID NO. 50)

CDR3 de cadena GAGAGCCTGTTCGGCGTGTACTATGACTACGGCTACTATTCTATGGAT
pesada TAT (SEQ ID NO. 51)

CDR1 de cadena CGCGCCTCCCAGGAGATCTCTGGCTACCTGTCC (SEQ ID NO.
ligera 52)

CDR2 de cadena

) GCTGCCTCCACCCTGGACTCT (SEQ ID NO. 53)

ligera

CDR3 de cadena

) CTGCAGTACGCTTCCTATCCACTGACC (SEQ ID NO. 54)

ligera

[0155]

Ejemplo 2: Afinidad del anticuerpo monoclonal anti-EphA4

humanizado frente a EphA4 humano

Se determind la afinidad de union del anticuerpo B obtenido
en el Ejemplo 1 frente a EphA4 humano mediante resonancia de
plasmones superficiales (método SPR) empleando Biacore T200 (GE
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Healthcare). En primer lugar, se Fijo el anticuerpo anti-His (GE
Healthcare,28-9950-56) en un chip sensor CM5. Se realizé la
fijacion mediante un método de acoplamiento de amina que empled
clorhidrato de N-hidroxisuccinimida (NHS) vy N-etil-N"-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), y se empleé etanolamina
para el bloqueo (el chip sensor y los reactivo de fijacidén eran
de GE Healthcare ) Se diluyé esto a 3.5 pg/mL con el tampon de
fijacion (acetato de sodio 10 mM, pH 4.5), y se fijo en el chip
sensor de acuerdo con el protocolo unido a Biacore T200. Se diluyd
SEAP-His10 de la region extracelular de EphA4 humano con el tampon
de ejecucion HBS-EP (GE Healthcare, BR-1001-88), y la disoluciodn
se enviod a una célula de flujo durante 120 segundos para su captura
(la cantidad capturada es de aproximadamente 10 RU).
Posteriormente, se observé secuencialmente el anticuerpo B diluido
en serie en el rango de 100, 50, 25, 12.5, 6.3, 3.2, 1.6 y O nM
con HBS-EP se afadi6é al chip sensor durante 120 segundos, y la
curva de reaccion de unidén en el momento de la adicién (Fase de
union, 120 segundos) y una vez completada la adicién (fase de
disociacion, 600 segundos). Tras completar cada observacién, se
afadio MgCl, 4 M (60 segundos, Wako Pure Chemical) para regenerar
el chip sensor. El analisis de ajuste mediante un modelo de unidn
1:1 que empled el software de evaluacidén BIA adjunto al sistema
se realizé sobre la curva de reacciéon de unién obtenida, y se
calcul6 la afinidad (KD = kd/ka) frente a EphA4 humano.

[0156]

La afinidad de unidn del anticuerpo B frente a EphA4 humano
(valor de KD) fue 1.34 x 10° M (Figura 12). Se mostré que el
anticuerpo B muestra una afinidad casi equivalente como el
anticuerpo A que es el anticuerpo antes de la humanizacioén.

[0157]
Ejemplo 3: Actividad de mejora de la escision de EphA4 de

anticuerpo monoclonal anti-EphA4 humanizado en neuronas del

hipocampo
Para el anticuerpo B obtenido en el Ejemplo 1,se realizd la

evaluacion de actividad de mejora de la escision de EphA4d
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empleando neuronas del hipocampo siguiendo las etapas a
continuacion.

Se trataron neuronas del hipocampo de rata sembradas en una
placa de 96 pocillos (Falcon) con anticuerpo B (2.0, 6.7, y 20
nM) y farmaco inhibidor de la yselectasa Compuesto E (50 nM, Enzo
Life Sciences). Veinticuatro horas después, esto se lavdé con PBS
(Wako Pure Chemical), tampén de muestra SDS (tampén de muestra
Laemmli (Bio-Rad) y 2-mercaptoetanol al 5% (Bio-Rad)) se afadio
para recuperar las células, y esto fue hervido por 5 minutos. Se
realizé SDS-PAGE con esta muestra, se realizdé transferencia de
tipo Western con anticuerpo monoclonal anti-EphA4 (Abnova), se
cuantificé la fuerza de la banda, y se calculd el valor del
fragmento C-terminal de EphA4/EphA4 de longitud completa.
[0158]

Reaccion de escision de EphA4 mejorada de forma dependiente
de la concentracion del anticuerpo B en las neuronas del hipocampo
(Figura 13).

[0159]
Ejemplo 4: Actividad inhibitoria de la unién EphA4 humana-ligando

humano de anticuerpo monoclonal anti-EphA4 humanizado

Para el anticuerpo b obtenido en el Ejemplo 1, se realizd
la evaluacion de la actividad inhibitoria de la unidén entre EphA4
humano y ligando humano siguiendo las etapas a continuacién. Se
cubrio el anticuerpo fosfatasa anti-alcalina (Jackson
ImmunoResearch Laboratories) en los pocillos de una placa de 96
pocillos (Nunc). Después de la incubacién a 4°C durante la noche,
se bloquearon los pocillos a temperatura ambiente durante una hora
con Block ACE al 1% (DS Pharma Biomedical). Después de lavar
durante tres veces con Tween 20 al 0.05%/PBS (Thermo SCIENTIFIC),
se sembr6 Hla proteina de la region extracelular -SEAP-His
(concentracién final 10 nM) en los pocillos, y se incubd esto a
temperatura ambiente durante una hora. Después de lavar durante
tres veces, se afiadieron a los pocillos el ligando y el anticuerpo
B diluido en serie (0, 0.003, 0.01, 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30,
100, 300, 1000, y 3000 nM) . Obsérvese que se emplearon la quimera
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de Efrina A5-Fc humana biotinilada (R& Systems, concentracion
final de 0.7 nM) y quimera de Efrina B3-Fc humana biotinilada (R&D
Systems, concentracion final 2.3 nM) como ligandos. Después de
incubar a temperatura ambiente durante una hora y de lavar tres
veces, se afadid estreptavidina marcada con peroxidasa de rébano
picante (GE Healthcare) y esto se incubé a temperatura ambiente
durante una hora. Después de lavar tres veces, se afiadié6
disolucion de TMBZ (3,37,5,5"-tetrametilbencidina, Sigma) a los
pocillos y se incubd esto a temperatura ambiente durante 2-5
minutos. Se afiadié una cantidad 1igual de 1la disolucion de
detencidén (H:SOs 1 N, Wako Pure Chemical) a los pocillos, y se
ley6 la absorbancia a 450 nm con un lector de microplacas
(Molecular Devices o PerkinElmer).

[0160]

ElI anticuerpo B suprimié de manera dependiente de la
concentracion la unidén entre EphA4 humano y ligando humano, y los
valores de Clso frente a la unidon de Efrina A5 y Efrina B3 humana
fueron aproximadamente 4,9 nM y 1,6 nM, respectivamente. Por
consiguiente, se encontrdé que el anticuerpo B inhibe fuertemente
la union entre EphA4 humano y el ligando humano, y muestra una
actividad inhibitoria casi equivalente como el anticuerpo A que
es el anticuerpo antes de la humanizacién (Figura 14).

[0161]
Ejemplo 5: Actividad inhibidora de la unién EphA4 de ratén-ligando

de ratén de anticuerpo monoclonal humanizado anti-EphA4

Para el anticuerpo B obtenido en el Ejemplo 1, se realizd
la evaluacion de la actividad inhibitoria de la unidén entre EphA4
de ratén y ligando de raton siguiendo las etapas a continuacion.
Se cubriéo el anticuerpo fosfatasa anti-alcalina (Jackson
ImmunoResearch Laboratories) en los pocillos de una placa de 96
pocillos (Nunc). Después de la incubacién a 4°C durante la noche,
se bloquearon los pocillos a temperatura ambiente durante una hora
con Block ACE al 1% (DS Pharma Biomedical). Después de lavar
durante tres veces con Tween 20 al 0.02%/PBS (Thermo SCIENTIFIC),
se afadid una proteina de la regiéon extracelular de EphA4 de
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raton-SEAP-His a los pocillos (concentracion final 10 nM), y se
incubd esto a temperatura ambiente durante una hora. Después de
lavar durante tres veces, se afadieron a los pocillos el ligando
y el anticuerpo B diluido en serie (0, 0.003, 0.01, 0.03, 0.1,
0.3, 1, 3, 10, 30, 100, 300, 1000, y 3000 nM) . Obsérvese que se
emplearon la quimera de Efrina Al-Fc de raton biotinilada (R&D
Systems, concentracion final de 6 nM) y quimera de Efrina B2-Fc
de raton biotinilada (R&D Systems, concentraciéon final 2.5 nM)
como ligandos. Después de incubar a temperatura ambiente durante
una hora y de lavar tres veces, se afiadi0 estreptavidina marcada
con peroxidasa de rédbano picante (GE Healthcare) y esto se incubd
a temperatura ambiente durante una hora. Después de lavar tres
veces, se afadio disoluciodn de TMBZ 3,3",5,5"-
tetrametilbencidina, Sigma) a los uno de los pocillos y se incubd
esto a temperatura ambiente durante 2 minutos. Se afadidé una
cantidad igual de la disolucion de detencidon (H:SOs 1 N, Wako Pure
Chemical) a los pocillos, y se ley6é la absorbancia a 450 nm con
un lector de microplacas (Molecular Devices o PerkinElmer).
[0162]

ElI anticuerpo B suprimié de manera dependiente de la
concentracion la unidén entre EphA4 de ratéon y ligando de ratén, y
los valores de Clsp frente a la unidén de Efrina Al y Efrina B2 de
raton fueron aproximadamente 8,7 nM y 4,2 nM, respectivamente.
Por consiguiente, se encontré6 que el anticuerpo B inhibe
fuertemente la unidn entre EphA4 de ratén y el ligando de ratoén,
y muestra una actividad inhibitoria casi equivalente como el
anticuerpo A que es el anticuerpo antes de la humanizacién (Figura
15).

[0163]
Ejemplo 6: Selectividad del anticuerpo monoclonal anti-EphA4

humanizado frente al receptor Eph humano

De manera similar al método para preparar la proteina de la
region extracelular de EphA4 de raton -SEAP-His descrita en el
Ejemplo de Referencia 1, se amplificaron las secuencias de ADN
gue codifican para la secuencia sefial y la regiéon extracelular de
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cada receptor Eph de humanos (EphAl, EphA2, EphA3, EphA4, EphA5,
EphA6, EphA7, EphA8, EphA10, EphBl, EphB2, EphB3, EphB4, y EphB6)
mediante RT-PCR con ARN total derivado de tejido, y se clonaron
en el vector pENTR1A (Invitrogen/LifeTechnologies) que tiene la
secuencia de ADN que codifica para SEAP y etiqueta de histidina.
A continuacién, las secuencias de ADN que codifican para la
secuencia sefial y la region extracelular de cada receptor Eph de
humano, proteina SEAP, y la etiqueta de histidina se transfirieron
al vector pcDNA 3.1 rfcB mediante LR reaccidon de Gateway System
(Invitrogen/LifeTechnologies) para construir vectores
(denominados '"vector de expresion de la proteina de la regioén
extracelular del receptor Eph-SEAP-His') que expresa una proteina
gue tiene proteina SEAP y la etiqueta de His fusionada con la
region extracelular de cada receptor Eph de humano (denominado
"proteina de la region extracelular del receptor Eph-SEAP-His™).
[0164]

A continuacion, se introdujo cada uno de los vectores de
expresion de la proteina de la regidon extracelular del receptor
Eph humano-SEAP-His en células Expi293F (Gibco/ThermoFisher) con
el sistema de expresioéon Expi293 (Gibco/ThermoFisher). Después de
cinco dias de 1incubacién (Co, al 5%, 37°C), se recuperd el
sobrenadante del cultivo, y se centrifugd esto a temperatura
ambiente, a 1500 rpm, y durante 5 minutos. Se filtré el
sobrenadante centrifugado con un filtro de 0.45 uym (Millipore).
[0165]

Para el anticuerpo B obtenido en el Ejemplo 1, se realizé
la evaluacion de la actividad de unidén del receptor Eph humano
siguiendo las etapas a continuacioén.

Se cubrié el anticuerpo anti-6-His de conejo (Bethyl
Laboratories) en los pocillos de una placa de 96 pocillos (Nunc).
Después de la incubacién a 4°C durante la noche, se bloquearon los
pocillos a temperatura ambiente durante una hora con Block ACE al
1% (DS Pharma Biomedical). Después de lavar durante tres veces
con Tween 20 al 0.05%/PBS (Thermo SCIENTIFIC), se sembr6 cada una
de las proteinas de la regiéon extracelular del receptor Eph
humano-SEAP-His (concentracion final 1 nM) en cada pocillo, y se
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incubd esto a temperatura ambiente durante una hora. Después de
lavar durante tres veces, soluciéon de 1gG humana (100 pg/mL,
Mitsubishi Pharma Corporation) y anticuerpo B (10 pg/mL) se
afadieron a cada los pocillos y se incubdé esto a la temperatura
ambiente durante B hora. Se afadi6é anticuerpo 1gG anti-humano de
burro marcado con peroxidasa de rabano picante (Jackson
ImmunoResearch Laboratories) y se incubd esto a temperatura
ambiente durante una hora. Después de lavar durante tres veces,
se afiadié la disolucion de TMBZ (3,37,5,5"-tetrametilbencidina,
Sigma) a los pocillos, y tras la confirmacion de una cantidad
moderada de coloracion, se afadié una cantidad igual de la
disolucion de detencién (H.SOs 1 N, Wako Pure Chemical) a los
pocillos, y se ley6o la absorbancia a 450 nm con un lector de
microplacas (PerkinElmer).

[0166]

Se encontré6 que el anticuerpo B, de manera similar al
anticuerpo A que es el anticuerpo antes de la humanizacidén, se
une especificamente a EphA4 humano entre la familia del receptor
Eph humano (Figura 16).

[0167]
Ejemplo 7: Selectividad de anticuerpo monoclonal anti-EphA4

humanizado frente al receptor Eph de ratén

Siguiendo el método para preparar la proteina de la region
extracelular de EphA4-Fc-His segun el Ejemplo de Referencia 1, se
amplificaron las secuencias de ADN que codifican para la secuencia
sefial y la region extracelular de cada receptor Eph de ratén
(EphAl, EphA3, EphA4, EphA5, EphA6, EphA7, EphA8, EphAl10, EphB1,
EphB2, EphB3, EphB4, y EphB6) mediante RT-PCR con ARN total
derivado de tejido, y se clonaron en el vector PpENTR1A
(Invitrogen/LifeTechnologies) que tiene la secuencia de ADN que
codifica para la regioén Fc de 1gG; humano y etiqueta de histidina.
A continuacién, las secuencias de ADN que codifican para la
secuencia seflal y regién extracelular de cada receptor Eph (EphAl,
EphA3, EphA4, EphA5, EphA6, EphA7, EphA8, EphAl10, EphBl, EphB2,
EphB3, EphB4, y EphB6) de ratéon, Fc, y etiqueta de histidina se
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transfirieron al vector pcDNA 3.1 _rfcB mediante reacciéon LR del
Sistema Gateway (Invitrogen/LifeTechnologies) para construir cada
uno de los vectores de expresion de la proteina de la region
extracelular del receptor Eph de ratén-Fc-His. En la construccion
del vector de expresion de la proteina de la regién extracelular
de EphA2 de ratén-Fc-His, las secuencias de ADN que codifican para
la secuencia sefial y la regién extracelular de EphA2 de ratén se
amplificaron mediante RT-PCR con ARN total derivado de tejido y
se clon6é en un vector pcDNA3.1 que tiene la secuencia de ADN que
codifica para Fc y etiqueta de histidina para construir un vector
de expresion de la proteina de la region extracelular de EphA2 de
ratoén-Fc-His.

[0168]

A continuacion, se introdujo cada uno de los vectores de
expresion de la proteina de la region extracelular del receptor
Eph de ratdon-Fc-His en células Expi293F (Gibco/ThermoFisher) con
el sistema de expresioéon Expi293 (Gibco/ThermoFisher). Después de
5 dias de cultivo (CO02 al 5%, 37°C, 120 rpm), se recuperdo el
sobrenadante del cultivo, y se centrifugd esto a temperatura
ambiente, a 1500 rpm, y durante 5 minutos. Se filtré el
sobrenadante centrifugado con un Ffiltro de 0.45 um (Millipore).
[0169]

Para el anticuerpo B, se realizé6 la evaluacion de la
actividad de unién de receptor Eph de ratdon siguiendo las etapas
a continuacion.

Se cubrié el anticuerpo anti-6-His de conejo (Bethyl
Laboratories) en los pocillos de una placa de 96 pocillos (Nunc).
Después de la incubacién a 4°C durante la noche, se bloquearon los
pocillos a temperatura ambiente durante una hora con Block ACE al
1% (DS Pharma Biomedical). Después de lavar durante tres veces
con Tween 20 al 0.05%/PBS (Thermo SCIENTIFIC), se sembré cada una
de las proteinas de la region extracelular del receptor Eph de
ratén Fc-His (concentraciéon final 1 nM) en cada pocillo, y se
incub6 esto a temperatura ambiente durante una hora. Después de
lavar durante tres veces, solucién de 1gG humana (100 pg/mL,
Sigma) y anticuerpo B (10 pg/mL) se afiadieron a cada los pocillos
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y se incub6 esto a la temperatura ambiente durante B hora. Se
afladid anticuerpo de cadena ligera (IBL) anti-humano de cabra
marcado con peroxidasa de rabano picante y se incubé esto a
temperatura ambiente durante una hora. Después de lavar durante
tres veces, se afadié la disolucion de TMBZ (3,37,5,5"-
tetrametilbencidina, Sigma) a los pocillos, y tras la confirmacion
de una cantidad moderada de coloracién, se afiadidé una cantidad
igual de la disolucién de detencion (HzSOs 1 N, Wako Pure Chemical)
a los pocillos, y se ley6é la absorbancia a 450 nm con un lector
de microplacas (PerkinElmer).
[0170]

Entre la familia del receptor Eph de ratéon, el anticuerpo
B tenia actividad de unidn especifica solo hacia EphA4 de ratdn
(Figura 17).

[0171]
Ejemplo 8: Reactividad de anticuerpo monoclonal anti-EphA4

humanizado frente a EphA4 de ratéon, rata, mono y humana

[0172]

Para el anticuerpo B, se realizé6 la evaluacion de la
actividad de unidon con diversas EphA4 siguiendo las etapas a
continuacion.

Se cubridé el anticuerpo fosfatasa anti-alcalina (Jackson
ImmunoResearch Laboratories) en los pocillos de una placa de 96
pocillos (Nunc). Después de la incubacién a 4°C durante la noche,
se bloquearon los pocillos a temperatura ambiente durante una hora
con Block ACE al 1% (DS Pharma Biomedical). Después de lavar
durante tres veces con Tween 20 al 0.05%/PBS (Thermo SCIENTIFIC),
se sembraron proteinas de la region extracelular de EphA4 de ratédn,
rata, mono y ser humano-SEAP-His (concentracién final 1 nM) en
los pocillos, y se incubd esto a temperatura ambiente durante una
hora. Después de lavar durante tres veces, se afiadieron disolucion
de 1gG humano (100 pg/mL, Mitsubishi Pharma Corporation) vy
anticuerpo B (0, 0.00013, 0.00064, 0.0032, 0.016, 0.08, 0.4, 2, y

10 pg/mL) a los pocillos, y se incubd esto a temperatura ambiente
durante una hora. Se afiadié anticuerpo IgG anti-humano de burro
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marcado con peroxidasa de rabano picante (Jackson ImmunoResearch
Laboratories) y se incubd esto a temperatura ambiente durante una
hora. Después de lavar durante tres veces, se afadidé la disolucion
de TMBZ (3,37,5,5"-tetrametilbencidina, Sigma) a los pocillos, y
tras la confirmaciéon de una cantidad moderada de coloracién, se
afadio una cantidad igual de la disolucidén de detencidén (HzSOs 1
N, Wako Pure Chemical) a los pocillos, y se leyé la absorbancia a
450 nm con un lector de microplacas (PerkinElmer).
[0173]

El anticuerpo B tenia una actividad de unién equivalente en
todas las EphA4 de ratén, rata, mono y ser humano (Figura 18).

[0174]
Ejemplo 9: Reactividad del anticuerpo monoclonal anti-EphA4

humanizado frente a la regiéon extracelular de EphA4 humano,

dominio de unién a ligando, dominio 1 de fibronectina tipo 111,

dominio 2 de fibronectina tipo 111

Para el anticuerpo B obtenido en el Ejemplo 1, se realizd
la evaluacion de la actividad de unidon con diversos dominios en
EphA4 humano siguiendo las etapas a continuacion.

Se cubrié el anticuerpo anti-6-His de conejo (Bethyl
Laboratories) en los pocillos de una placa de 96 pocillos (Nunc).
Después de la incubacién a 4°C durante la noche, se bloquearon los
pocillos a temperatura ambiente durante una hora con Block ACE al
1% (DS Pharma Biomedical). Después de lavar durante dos veces con
Tween 20 al 0.02%/PBS (Nacalai Tesque), se sembraron la proteina
de la regidén extracelular de EphA4 humano-MBP-His, proteina de
dominio de unién a ligando de EphA4 humano-MBP-His, proteina del
dominio 1 de fibronectina tipo 111-MBP-His de EphA4 humano, y
proteina del dominio 2 de fibronectina tipo 111-MBP-His de EphA4
humano (concentracién final 10 nM) en los pocillos, y se incubd
esto a temperatura ambiente durante una hora. Después de lavar
durante tres veces, se afadid el anticuerpo B (final concentracion
10 nM) a los pocillos, y se incub6 esto a temperatura ambiente
durante una hora. Se afiadié anticuerpo del fragmento Fcy de 1gG
anti-humano de conejo marcado con peroxidasa de réabano picante
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(Jackson ImmunoResearch Laboratories) y se 1incub6 esto a
temperatura ambiente durante una hora. Después de lavar durante
cinco veces, se afadidé la disolucion de TMB (KLP) a los pocillos,
y tras la confirmacién de una cantidad moderada de coloracién, se
afladio una cantidad igual de la disolucidén de detencidén (HzSOs 2
N, Wako Pure Chemical) a los pocillos. Se ley6 la absorbancia a
450 nm y 650 nm por un lector de microplacas (PerkinElmer).
[0175]

El anticuerpo B tenia la actividad de unidén para la regioén
extracelular de EphA4 humano (ECD) y dominio de unidon a ligando
(LBD) (Figura 19). No hubo reaccién para el dominio 1 de
fibronectina tipo 11l (FN1) y dominio 2 de fibronectina tipo 111
(FN2). Por consiguiente, se encontré que el anticuerpo B se une
especificamente al dominio de unién a ligando de la regiodn
extracelular de EphA4 humano.

[0176]
Ejemplo 10: Efecto del anticuerpo monoclonal anti-EphA4 humanizado

sobre el aumento del numero de espinas en la neurona del hipocampo

Se realizé la preparacion de neuronas del hipocampo de rata
tal como se describe en el Ejemplo de Referencia 1 (B). Se
introdujeron neuronas del hipocampo de rata con el gen EGFP
empleando Nucleofector (Lonza), y se sembraron en una placa de 24
pocillos (Falcon) que contenia un cubreobjeto (Matsunami Glass
Industries) recubierto con poli-L-lisina.

[0177]

ElI conteo de espinas empleando neuronas del hipocampo se
realizé siguiendo las etapas a continuacion. Las neuronas del
hipocampo de rata introdujeron EGFP en el cultivo el dia 13
sembrado en una placa de 24 pocillos (Falcon) que contenia una
cubierta de vidrio (Matsunami Glass Industries) recubierta con
poli-L-lisina y se trataron con anticuerpo de control (1gG; humano;
Sigma) o anticuerpo A (6,7 y 20 nM) durante 24 horas. Se transfirié
el vidrio de cobertura a PFA al 2% (Wako Pure Chemical)/sacarosa
al 4% (Wako Pure Chemical)/PBS, y esto se dej6 en reposo durante
20 minutos para fijar las células. Después de eliminar la
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disolucion de fijacion y lavar las células tres veces con PBS, se
afiadiéo Triton X-100 (Wako Pure Chemical)/PBS al 0,25%, y se
realizé la permeabilizacion celular durante 15 minutos. Se retiro
la disolucién, se transfiridé el vidrio de cobertura a BSA al 2%
(Sigma)/Tritén X-100 al 0,25%/0PTI-MEM (GIBCO) y se sometid a un
bloqueo de una hora, después de lo cual se realiz6é el anticuerpo
anti-GFP (Nacalai Tesque) se dej6 reaccionar durante 1,5 horas.
Después de retirar la disolucion de anticuerpo primario y lavar
tres veces con PBS, se permitié que el anticuerpo secundario
reaccionara durante una hora. Después de eliminar la disolucién
de anticuerpo secundario y lavar tres veces con PBS, se afadio el
reactivo Antifade Prolong Gold (sondas moleculares) para el
montaje, y se realizo la observacion con LSM800 (ZEISS). Se llevé
a cabo el experimento descrito anteriormente tres veces, y para
cada experimento, se extrajeron neuronas de dos cubreobjetos, se
contaron las espinas en cada dendrita con el software de analisis
de imagenes Imaris® (Bitplane), y se calculd el numero de espinas
por 10 um para cada neurona.

[0178]

El anticuerpo B aumentdé el numero de espinas en la neurona
del hipocampo (Figura 20). Este resultado muestra que el
anticuerpo B tiene la actividad para estabilizar espinas en
neuronas del hipocampo.

[0179]
Ejemplo 11: Actividad de mejora de la escisiéon de EphA4 humano de

anticuerpo monoclonal anti-EphA4 humanizado

Para el anticuerpo B obtenido en el Ejemplo 1, se realizd
la evaluacidon de la actividad de mejora de la escision en EphA4d
humano siguiendo las etapas a continuacion.

Se realizé la preparacion de neuronas del hipocampo de rata
tal como se describe en el Ejemplo de Referencia 1 (B). Se
introdujeron neuronas del hipocampo de rata con un vector de
expresion de proteina EphA4-HA humano empleando Nucleofector
(Lonza), y se sembraron en una placa de 96 pocillos (Falcon) se
recubrieron con poli-L-lisina. Se trataron las neuronas del
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hipocampo de rata sembradas en el anticuerpo B (6.7, 20, y 67 nM)
y y Farmaco inhibidor de la selectasa Compuesto E (50 nM, Enzo
Life Sciences). Aproximadamente veinticuatro horas después, esto
se lavo con PBS (Wako Pure Chemical), tampdén de muestra SDS (tampdn
de muestra Laemmli (Bio-Rad) y 2-mercaptoetanol al 5% (Bio-Rad))
se afiadié para recuperar las células, y esto fue hervido por 5
minutos. Se realizé SDS-PAGE con esta muestra, se realizé
transferencia de tipo Western con anticuerpo monoclonal anti-HA
de rata (Roche), se cuantifico la fuerza de la banda, y se calculé
el valor del fragmento C-terminal de EphA4/EphA4 de Ilongitud
completa.
[0180]

El anticuerpo B potencid la reaccidén de escision de EphA4
humano en neuronas del hipocampo (Figura 21).

[0181]
Ejemplo 12: Implicacién de MMP y ADAM frente al efecto del

anticuerpo monoclonal anti-EphA4 humanizado sobre el aumento del

numero de espinas en la neurona del hipocampo

Se realizé la preparacion de neuronas del hipocampo de rata
tal como se describe en el Ejemplo de Referencia 1 (B). Se
introdujo una parte de neuronas del hipocampo de rata con el gen
EGFP empleando Nucleofector (Lonza), y se sembraron en una placa
de 24 pocillos (Falcon) que contenia un cubreobjeto (Matsunami
Glass Industries) recubierto con poli-L-lisina.

[0182]

ElI conteo de espinas empleando neuronas del hipocampo se
realizé siguiendo las etapas a continuacion. Las neuronas del
hipocampo de rata introducidas con EGFP en el cultivo el dia 13
sembrado en una placa de 24 pocillos (Falcon) que contenia una
cubierta de vidrio (Matsunami Glass Industries) recubierta con
poli-L-lisina y se trataron con anticuerpo de control (1gG; humano;
Sigma) o anticuerpo B (20 nM), asi como DMSO (Sigma) o inhibidor
GM6001 de MMP y ADAM (2.5 uM, MedChemExpress) durante 24 horas.
Se transfirié el vidrio de cobertura a PFA al 2% (Wako Pure
Chemical)/sacarosa al 4% (Wako Pure Chemical)/PBS, y esto se dejo
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en reposo durante 20 minutos para fijar las células. Después de
eliminar la disolucidon de fijacion y lavar las células tres veces
con PBS, se afadio Triton X-100 (Wako Pure Chemical)/PBS al 0,25%,
y se realizé la permeabilizacion celular durante 15 minutos. Se
retiréo Tritén X-100 al 0.25%/PBS, se transfirio el cubreobjeto a
BSA al 2% (Sigma)/Tritéon X-100 al 0.25%/0PTI-MEM (GIBCO) y se
sometidé a una hora de bloqueo, después de lo cual el anticuerpo
anti-GFP (Nacalai Tesque) se dej6 reaccionar durante 1.5 horas.
Después de retirar la disolucion de anticuerpo primario y lavar
tres veces con PBS, se permitié que el anticuerpo secundario
reaccionara durante una hora. Después de eliminar la disolucidén
de anticuerpo secundario y lavar tres veces con PBS, se afadio el
reactivo Antifade Prolong Gold (sondas moleculares) para el
montaje, y se realizo la observacion con LSM800 (ZEISS). Se llevé
a cabo el experimento descrito anteriormente tres veces, y para
cada experimento, se extrajeron neuronas de dos cubreobjetos, se
contaron las espinas en cada dendrita con el software de analisis
de imagenes Imaris® (Bitplane), y se calculd el numero de espinas
por 10 um para cada neurona.

[0183]

Se inhibidé el aumento en el numero de espinas en la neurona
del hipocampo mediante anticuerpo B mediante tratamiento
simultaneo con GM6001 (Figura 22). Este resultado muestra que el
anticuerpo B tiene una actividad de estabilizacion de espina a
través de MMP y ADAM en neuronas del hipocampo.

[0184]
Ejemplo 13: Efecto del anticuerpo monoclonal anti-EphA4 humanizado

para suprimir la fosforilacién tau in vivo

Se realizé6 la evaluacion del efecto para suprimir la
fosforilacion tau in vivo empleando ratén transgénico tau
(rTg4510) siguiendo las etapas a continuaciéon. Se administraron
por via subcutanea los ratones transgénicos Tau (rTg4510) dos
veces a la semana de 20 a 26 semanas de edad con anticuerpo B a
una dosis de 100 mg/kg (10 ml/kg). Se administré por via subcutanea
PBS (Wako Pure Chemical) a 10 ml/kg para el grupo de control. En
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3,5 dias después de la administracion final, se anestesiaron los
ratones con farmaco anestésico por inhalaciéon isoflurano al 2-
2.5% (Intervet) y una mezcla de tres tipos de farmacos anestésicos
(4.0 mg/kg de Dormicum (Astellas Pharma), 0.3 mg/kg de Domitor
(Nippon Zenyaku Kogyo), y 5.0 mg/kg de Vetorphale (Meiji Seika
Pharma)), se realizd la perfusidén con anestesia con PBS (Wako Pure
Chemical) que contiene 3 unidades/mL de heparina (Ajinomoto) y
coctel de inhibidor de fosfatasa al 1% (Nacalai Tesque), y se
resecO el hemisferio cerebral de raton. Se fijo el hemisferio
cerebral recogido a 4°C mientras que se agitaba durante la noche
se sumergid en paraformaldehido al 2% (TAAB)/tampon fosfato 0.1 M
(Wako Pure Chemical). Se sustituydé el hemisferio cerebral con
sacarosa al 10% (Wako Pure Chemical)/tampén fosfato 0.1 M (Wako
Pure Chemical) y posteriormente sacarosa al 20%/tampon fosfato
0.1 M (Wako Pure Chemical), y luego se incrustdé en Tissue-Tek
0.C.T. El compuesto (Sakura Finetek Japdn)/sacarosa al 20%, se
congelé empleando un bloque de aluminio enfriado con nitrégeno
Ifquido. Se crearon cortes del hemisferio cerebral con un espesor
de 7 um con criostato CM1860 (Leica). Se adhirieron los cortes en
un portaobjetos de vidrio recubierto con silano (Muto Pure
Chemicals), se secaron al aire con aire frio, y luego se colocaron
en una bolsa sellada y se almacenaron a -80°C. Se llevo el
portaocbjetos de vidrio usado para la inmunotincién hasta -80°C,
se sec6 al aire con aire frio y luego se lavé con PBS (Wako Pure
Chemical), se sumergi6 en BSA al 1% (Sigma)/suero de burro normal
al 10% (Jackson ImmunoResearch Laboratories)/disolucién de Tritdn
X-100 al 0,5% (Wako Pure Chemical)/PBS, y se sometidé a una hora
de blogqueo, después de lo cual se dej6é reaccionar el anticuerpo
tau anti-fosforilado AT8 (Fujirebio Europe NV) durante la noche a
temperaturas habituales. Después de lavar tres veces con PBS, se
permitidé que el anticuerpo secundario reaccionara durante una hora.
Después de lavar durante tres veces con PBS, se coloco el reactivo
Prolong Gold Antifade (sondas moleculares) en el corte y se monto,
y se realizé observaciéon con LSM700 (ZEISS). Se midi6é el area
positiva para la sefial de AT8 en el estrato radiado del hipocampo
CAl con el software de analisis de imagenes Metamorph, y se calculd
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la proporcion del area de sefial positiva de AT8 frente al area
total.

[0185]
El anticuerpo B disminuy6 la sefal de tau fosforilado en la

region del hipocampo CAl1 (Figura 23). Este resultado muestra que
el anticuerpo B tiene la actividad para suprimir la progresién de
la patologia de tau en ratdon transgénico tau (rTg4510).



