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DESCRIPCIÓN 
 
Promotor de la osteogénesis 
 
Campo técnico 5 
 
La presente invención se refiere a un acelerador de la osteogénesis y a un agente preventivo y terapéutico. Más 
particularmente, se refiere a un acelerador de la osteogénesis y a un agente preventivo y terapéutico que tiene como 
principio activo una sustancia que inhibe la unión de la semaforina 4D y de la plexina B1. 
 10 
Antecedentes de la invención 
 
Según envejece la población de Japón, se ha producido un aumento en los pacientes que padecen fracturas óseas, 
osteoporosis, reumatismo articular, dolor lumbar y otras enfermedades óseas. La función de tejido en el tejido óseo 
es mantenida mediante la combinación de los osteoblastos, que favorecen la osteogénesis, y de los osteoclastos, 15 
que favorecen la resorción ósea, y mediante el mantenimiento de un equilibrio entre la osteogénesis y la resorción 
ósea. El equilibrio del metabolismo óseo es destruido por el envejecimiento, por una disminución en la función 
ovárica, así como por otros factores. Cuando disminuye la osteogénesis o cuando existe una resorción ósea 
anormal, la cantidad de hueso (la densidad ósea) disminuye y aparecen diversas enfermedades óseas. Algunas 
enfermedades óseas incluyen fracturas óseas, insuficiencia ósea, osteoporosis, osteomalacia, osteopenia, dolor 20 
lumbar, enfermedad ósea de Paget, mielitis tónica, reumatismo articular, artrosis deformante y similares. En 
particular, cuando una persona anciana padece una enfermedad ósea, es difícil que esa persona se desarrolle en un 
nivel necesario para la vida diaria, y dependiendo del caso, existe el riesgo de que el paciente quede encamado. 
Como resultado, esto es extremadamente significativo en la prevención y el tratamiento de las enfermedades óseas 
en la sociedad moderna, en la que un número creciente de personas son ancianos. 25 
 
La vitamina D3 activada, el bifosfonato, la calcitonina, las preparaciones hormonales que contienen estradiol, las 
preparaciones de vitamina K2 y similares se usan generalmente como agentes terapéuticos para las enfermedades 
óseas. Se están desarrollando derivados del estradiol, derivados de la vitamina D3 activada, derivados del 
bifosfonato y similares como agentes terapéuticos más eficaces, ya que tienen menos efectos secundarios (véase el 30 
Documento Patente 1). Sin embargo, la vitamina D3 tiene una acción que aumenta la concentración de calcio en la 
sangre, y el estradiol y el bifosfonato tienen un efecto inhibidor de la resorción ósea. Sin embargo, ninguno de estos 
tiene un efecto que acelere directamente la osteogénesis a través de los osteoblastos. El tratamiento de elección es 
una terapia multifarmacológica en este caso, por lo que existe una necesidad de desarrollar un nuevo agente 
preventivo y terapéutico que tenga una acción diferente a la de los agentes preventivos y terapéuticos 35 
convencionales. 
 
El hueso es creado de forma continua en unas etapas conocidas como remodelado óseo, en las que se repiten la 
fase de resorción y la siguiente fase de osteogénesis. La forma de transición de una fase a otra debe estar 
controlada de forma precisa mediante una secreción desde la célula ósea, ya que contribuye a la comunicación 40 
entre el osteoclasto y el osteoblasto, o por factores de reconstrucción ósea liberados desde la matriz ósea. Es bien 
conocido que el TGF-β y el IGF-1 liberados durante la resorción ósea estimulan la osteogénesis, de forma que es un 
conocido factor de acoplamiento. Aunque existe una abundancia de datos in vitro sobre moléculas candidatas que 
son extremadamente importantes para el factor de acoplamiento, todavía no hay ninguna prueba in vitro de esto. 
 45 
Las moléculas de guiado axónico se manifiestan ampliamente fuera del sistema nervioso. Por lo tanto, las células 
errantes, la respuesta inmunitaria, el desarrollo tisular y la angiogénesis y similares están controladas (véanse los 
Documentos no Patente 1 y 2). Tomando como base la investigación llevada a cabo en los últimos años, se sugiere 
que las moléculas de guiado axónico como semaforina y efrina y similares contribuyen a la comunicación intercelular 
entre los osteoclastos y los osteoblastos (véanse los Documentos no Patente 3 hasta 5). 50 
 
Es bien conocido que la Semaforina 4D es secretada desde los oligodentrocitos y que induce la destrucción del 
crecimiento del cono medular en el sistema nervioso central. También está claro que la semaforina 4D es 
extremadamente importante en el mantenimiento de la respuesta inmunitaria y de la homeostasis del sistema 
inmunitario. Un receptor bien conocido de la semaforina 4D es la plexina B1 (véase el Documento no Patente 6). 55 
Adicionalmente, el Documento no Patente 7 sugiere que la formación de osteoclastos puede ser acelerada a través 
de una acción de inhibición de la diferenciación de los osteoblastos, así como los osteoblastos. El Documento no 
Patente 8 desvela que la semaforina 4D no es detectada en los osteoblastos, que está presente en la superficie de 
los osteoclastos, y se ha confirmado que la cantidad de hueso aumenta en comparación con ratones naturales en 
ratones hembra sema4D-/- en los que la Semaforina 4D (Sema 4D) es deficiente en los homocigotos. 60 
 
Documentos de la técnica anterior 
 
Documentos Patente 
 65 
Tabla especial en la Publicación JP2005-509629 correspondiente al documento WO 03/034987. 
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El documento WO2008/100995 enseña composiciones y métodos para el tratamiento de enfermedades con CD10. 
 
[Documento no Patente 1] B. J. Dickson, Science 298, 1959 (6 de diciembre de 2002) 
 
[Documento no Patente 2] A. B. Huber, A. L. Kolodkin, D. D. Ginty, J. F. Cloutier, Annual Review Neuroscience 26, 5 
509 (2003) 
 
[Documento no Patente 3] N. Takagahara et al., Nat. Cell Biol 8, 615 (junio de 2006) 
 
[Documento no Patente 4] N. Irie et al., Cell Metab 4, 111 (agosto de 2006) 10 
 
[Documento no Patente 5] C. Zhao et al., Cell Metab 4, 111 (agosto de 2006) 
 
[Documento no Patente 6] I. Oinuma et al., Science, Vol. 305, nº 5685, páginas 862-865 (agosto de 2004) 
 15 
[Documento no Patente 7] Ishida Masanari, Kaneda Toshio, Muto Akihiro, Yoshida Masashi, Meeting Program 
Abstracts of the Japan Society of Bone Metabolism, vol. 25, página 266, publicado en junio de 2007, [Analysis of 
Bioaction in Bone Metabolism in Osteoclast-derived Semaphorin 4D] 
 
[Documento no Patente 8] Romain Dacquin, Chantal Domenget, Pierre Jurdic, Irma Machuca-Gayet, ASBMR 2010 20 
Annual Meeting Abstracts, Presentation Abstracts, Presentation Number MOO152, "Physiological Control of Bone 
Resorption by Semaphorin 4D is Dependent on Ovarian Function" 
 
[Documento no Patente 9] Conrotto et al Blood 1 junio de 2005, Vol. 105, nº 11 enseña que la Sema4D induce la 
angiogénesis a través del reclutamiento de Met por parte de la Plexina B1. 25 
 
[Documento no Patente 10] Suzuki et al Nature Immunology Vol. 9, nº 1 enero de 2008 enseña las semaforinas y sus 
receptores en las interacciones entre las células inmunitarias. 
 
[Documento no Patente 11] Roth et al Cellular and Molecular Life Sciences, Vol. 66, 2009 enseña las muchas caras 30 
de las semaforinas – desde el desarrollo hasta la patología. 
 
[Documento no Patente 12] Dacquin et al PLoS ONE octubre de 2011, Vol. 6, publicación 10, enseña que el control 
de la resorción ósea por parte de la semaforina 4D es dependiente de la función ovárica. 
 35 
[Documento no Patente 13] Negishi-Koga et al Nature Medicine Vol. 17, nº 11 noviembre de 2011 págs. 1473-1481 
enseña la supresión de la formación de hueso por la expresión osteoclástica de la semaforina 4D. 
 
Resumen de la invención  
 40 
Problemas que pretende resolver la presente invención  
 
Es un objeto de la presente invención proporcionar un agente de aceleración de la osteogénesis y un agente 
preventivo y terapéutico para enfermedades óseas que implica la promoción directa de la osteogénesis usando 
osteoblastos. 45 
 
Medios usados para resolver los problemas  
 
Después de una gran cantidad de duro trabajo de investigación en las condiciones descritas en los antecedentes de 
tecnología mencionados anteriormente, los inventores averiguaron que (a) cuando la semaforina 4D que deriva de 50 
los osteoclastos se une al receptor de la plexina B en el osteoblasto, activa la pequeña proteína G RhoA que inhibe 
la diferenciación de los osteoblastos, disminuye las señales del IRS (señales que promueven la diferenciación de los 
osteoblastos) e inhiben la diferenciación de los osteoblastos, de forma que se inhibe la osteogénesis; y que (b) los 
anticuerpos anti-semaforina 4D y los anticuerpos anti-plexina B1 aceleran directamente la osteogénesis usando los 
osteoblastos. 55 
 
Esto significa que la presente invención se refiere a un anticuerpo anti-semaforina 4D o a un fragmento funcional del 
mismo, o a un anticuerpo anti-plexina B1 o a un fragmento funcional del mismo, para su uso en la prevención y el 
tratamiento de enfermedades óseas en un sujeto. 
 60 
En el presente documento también se describen: un agente para la prevención y el tratamiento de enfermedades 
óseas que tiene como principio activo una sustancia que inhibe la unión de la semaforina 4D y de la plexina B1; un 
agente para la prevención y el tratamiento de enfermedades óseas como se ha descrito anteriormente característico 
porque la sustancia de inhibición de la unión es un anticuerpo anti-semaforina 4D; un agente para la prevención y el 
tratamiento de enfermedades óseas como se ha descrito anteriormente característico porque la sustancia de 65 
inhibición de la unión es un anticuerpo anti-plexina B1 o una proteína que contiene regiones extracelulares de la 
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plexina B1; y un agente para la prevención y el tratamiento de enfermedades óseas como se ha descrito 
anteriormente característico porque las enfermedades óseas se seleccionan entre fractura ósea, insuficiencia ósea, 
osteoporosis, osteomalacia, osteopenia, dolor lumbar, enfermedad ósea de Paget, mielitis tónica, reumatismo 
articular y artrosis deformante. 
 5 
En el presente documento también se describe un método usado para la determinación de un candidato a principio 
activo para un agente de aceleración de la osteogénesis en el que se determina si una sustancia en estudio es una 
sustancia que inhibe la unión entre la semaforina 4D y la plexina B1, y si la sustancia mencionada anteriormente en 
estudio es la sustancia mencionada anteriormente que inhibe la unión, se determina que la sustancia mencionada 
anteriormente en estudio es un candidato a principio activo para un agente de aceleración de la osteogénesis; en el 10 
presente documento también se describe un método como se ha descrito anteriormente característico porque el 
método usado para la determinación de si una sustancia en estudio es una sustancia que inhibe la unión entre la 
semaforina 4D y la plexina B1 consiste en las siguientes etapas (A) hasta (D): (A) una etapa en la que la semaforina 
4D y la plexina Blare se ponen en contacto entre sí en presencia de la sustancia en estudio, (B) una etapa en la que 
se mide el grado de unión entre la semaforina 4D y la plexina B1, (C) una etapa en la que se compara el grado 15 
medido en la etapa (B) anterior con el grado cuando no están en presencia de la sustancia en estudio, y (D) una 
etapa en la que se determina que la sustancia en estudio es una sustancia que inhibe la unión entre la semaforina 
4D y la plexina B1 cuando el grado medido en la etapa (B) anterior es menor que cuando no están en presencia de 
la sustancia en estudio; y en el presente documento también se describe un método de cribado de un candidato a 
principio activo para un agente de aceleración de la osteogénesis característico porque se usan los métodos 20 
descritos anteriormente para buscar sustancias que se están estudiando como candidato a principio activo para un 
agente de aceleración de la osteogénesis. 
 
La presente invención puede usarse para promover directamente la osteogénesis usando osteoblastos y para 
prevenir y/o tratar enfermedades óseas. 25 
 
Breve descripción de las figuras 

 
[Figura 1] Un diagrama que indica la cantidad de hueso en ratones naturales (WT) medida usando una 
tomografía microcomputarizada (μCT) y en ratones inactivados para la semaforina 4D (Sema 4d-/-). 30 
 
[Figura 2] Un diagrama que indica el ancho trabecular en ratones WT medido usando una μCT y en ratones 
Sema4d-/-. 
 
[Figura 3] Un diagrama que indica la osteogénesis [el área superficial del osteoblasto (izquierda); el área 35 
superficial del hueso calcificado (centro); y el índice de osteogénesis (derecha)] medido usando un análisis de 
osteomorfogénesis en ratones WT y en ratones Sema4d-/- con un doble marcador de calceína cada 4 días. 
 
[Figura 4] Un diagrama que indica el área superficial del osteoclasto y el recuento de células (a la izquierda y en 
el centro), así como los parámetros (a la derecha) de la resorción ósea medidos usando un análisis de 40 
osteomorfogénesis en ratones WT y en ratones Sema4d-/-. 
 
[Figura 5] Un diagrama que indica la cantidad de hueso en ratones en los que se ha llevado a cabo un injerto de 
células inmunitarias adoptadas usando las células de médula ósea de ratones WT y de ratones Sema4d-/-. El 
segundo injerto desde la izquierda indica la cantidad de hueso de los ratones cuando se injertó en los ratones 45 
WT, y el segundo injerto desde la derecha indica la cantidad de hueso de los ratones cuando se injertó en los 
ratones Sema4d-/-. 
 
[Figura 6] Un diagrama que indica el número de nódulos óseos cuando se añade Fc-sema4D (Semaforina 4D 
recombinada, fusionada con el área Fc de la IgG1) a las células de la bóveda craneal cultivadas en condiciones 50 
de osteogénesis. 
 
[Figura 7] Un diagrama que indica la manifestación del tipo de Plexina B y el ARNm del agrupamiento de la 
diferenciación 72 (CD72) durante la diferenciación del osteoblasto. 
 55 
[Figura 8] Un diagrama que indica los resultados del análisis de la precipitación usando Fc-sema4D. El panel de 
la derecha indica los resultados del análisis de la toma de muestras antes de la precipitación, y el panel de la 
izquierda indica los resultados del análisis de la toma de muestras después de la precipitación. 
 
[Figura 9] Un diagrama que indica la cantidad de hueso en ratones WT medido usando un análisis de μCT y en 60 
ratones inactivados para la Plexina B1 (Plxnb1-/-). 
 
[Figura 10] Un diagrama que indica el ancho de la trabécula en ratones WT medido usando ratones μCT y 
ratones Plxnb1-/-. 
 65 
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[Figura 11] Un diagrama que indica el área superficial de los osteoblastos en ratones WT medida usando un 
análisis de osteomorfogénesis. 
 
[Figura 12] Un diagrama que indica el área superficial de hueso que ha quedado calcificado en ratones WT 
medida usando un análisis de osteomorfogénesis y ratones Plxnb1-/-. 5 
 
[Figura 13] Un diagrama que indica el índice de osteogénesis en ratones WT medido usando un análisis de 
osteomorfogénesis y ratones Plxnb1-/-. 
 
[Figura 14] Un diagrama que indica los mutantes RA (R1661 / 1662 / 1968A) de la Plexina B1 y la Plexina B1 con 10 
mutaciones en el dominio GAP, así como el corte de mutante de la Plexina B1 en el que el dominio de unión PDZ 
está ausente (Δ PDZ). 
 
[Figura 15] Un diagrama que indica la cantidad de hueso en ratones WT (ratones de control) medida usando un 
análisis de μCT y ratones dominantes negativos RhoA (RhoA DNOB). 15 
 
[Figura 16] Un diagrama que indica la trabécula en ratones WT medida usando un análisis de μCT y RhoA 
DNOB. 
 
[Figura 17] Un diagrama que indica la formación [área superficial del osteoblasto] en ratones WT y en ratones 20 
RhoA DNOB medida usando un análisis de osteomorfogénesis. 
 
[Figura 18] Un diagrama que indica la formación [área superficial de hueso calcificado] en ratones WT y en 
ratones RhoADNOB. 
 25 
[Figura 19] Un diagrama que indica la formación [índice de osteogénesis] en ratones WT y en ratones RhoA 
DNOB medida usando un análisis de osteomorfogénesis. 
 
[Figura 20] Un diagrama que indica el área superficial de osteoblastos de ratones ovariotomizados (OVX) y de 
ratones OVX tratados con anticuerpos-Sema4D medida usando un análisis de osteomorfogénesis. 30 
 
[Figura 21] Un diagrama que indica la cantidad de hueso de los ratones OVX y de los ratones OVX tratados con 
anticuerpos anti-semaforina 4D (anticuerpos anti-Sema4D) medida usando un análisis de μCT. 
 
[Figura 22] Un diagrama que indica la osteogénesis [índice de osteogénesis] en ratones OVX y en ratones OVX 35 
tratados con anticuerpos anti-Sema4D medida usando un análisis de osteomorfogénesis. 
 
[Figura 23] Un diagrama que indica los intervalos trabeculares en ratones OVX y en ratones OVX tratados con 
anticuerpos anti-Sema4D medidos usando un análisis de μCT. 
 40 
[Figura 24] El panel superior de la Figura 24 es un diagrama que indica los resultados del estudio de la formación 
de calcificación en osteoblastos de ratón cultivados usando osteoclastos de ratones WT de ratones Sema4D-/- y 
cuando se cultivan en presencia de anticuerpos anti-Sema4D. El panel inferior de la Figura 24 es un diagrama 
que indica los resultados del estudio de la calcificación de osteoblastos de ratón cuando se cultivan en presencia 
de Fc-sema4d y / o de anticuerpos anti-plexina Ba. 45 
 
[Figura 25] Un diagrama que indica los resultados del estudio de la formación de calcificación en osteoblastos 
humanos (HOS) cultivados en presencia de osteoclastos o del sobrenadante y / o de anticuerpos anti-Sema4D y 
similares. 
 50 
[Figura 26] Un diagrama que indica el área superficial de osteoblastos de ratones ovariotomizados (OVX) y de 
ratones OVX tratados con anticuerpos anti-semaforina 4D (anticuerpos anti-Sema4D) 6 semanas después del 
tratamiento OVX medida usando un análisis de osteomorfogénesis. 
 
[Figura 27] Un diagrama que indica la cantidad de hueso en ratones OVX y en ratones OVX tratados con 55 
anticuerpos anti-Sema4D 6 semanas después del tratamiento OVX medida usando un análisis de μCT. 
 
[Figura 28] Un diagrama que indica la osteogénesis [índice de osteogénesis] en ratones OVX y en ratones OVX 
tratados con anticuerpos anti-Sema4D 6 semanas después del tratamiento OVX medida usando un análisis de 
osteomorfogénesis. 60 
 
[Figura 29] Un diagrama que indica los intervalos trabeculares en ratones OVX y en ratones OVX tratados con 
anticuerpos anti-Sema4D 6 semanas después del tratamiento OVX medidos usando un análisis de μCT. 
 

65 
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Modo de trabajo preferido de la invención  
 
La proteína que comprende las regiones extracelulares de los anticuerpos anti-semaforina 4D, de los anticuerpos 
anti-plexina B1 y de la plexina B1 son aceleradores adecuados de la osteogénesis. El inhibidor de la unión en la 
presente invención inhibe la unión de la semaforina 4D derivada de los osteoclastos y de los receptores de la plexina 5 
B1 en los osteoblastos y mediante la inhibición de la supresión de la diferenciación de los osteoblastos a través de la 
inhibición de la activación de la RhoaA y a través de la inhibición de la reducción de las señales del IRS, de forma 
que se cree que se acelera la osteogénesis usando osteoblastos. Adicionalmente, en esta Memoria descriptiva, los 
términos [inhibición] y [supresión] se usan de forma intercambiable. 
 10 
Los anteriormente mencionados anticuerpos anti-semaforina 4D y los anticuerpos anti-plexina B1 (denominados en 
lo sucesivo en el presente documento como los [anticuerpos en esta invención] pueden ser anticuerpos policlonales 
y pueden ser monoclonales y cualquier fragmento funcional de estos. Sin embargo, se prefieren los anticuerpos 
monoclonales dada su elevada especificidad. Los anteriormente mencionados anticuerpos anti-semaforina 4D y 
anticuerpos anti-plexina B1 pueden ser producidos usando un método convencional bien conocido usando 15 
semaforina 4D y plexina B1. Los fragmentos funcionales que son los anticuerpos en la presente invención indican 
fragmentos de los anticuerpos que se unen específicamente con respecto a (a) la semaforina 4D, que es un 
antígeno al que se unen específicamente los anticuerpos en la presente invención, y a (b) la plexina B. Algunos 
ejemplos específicos son F (ab’) 2, Fab’, Fab, Fv, FV unidos por disulfuro, FV de cadena única (scFV) y los 
polímeros de estos (D. J. King, Applications and Engineering of Monoclonal Antibodies, 1998 T.J. International Ltd.). 20 
Estos fragmentos de anticuerpos pueden ser obtenidos usando un método convencional tal como una digestión de 
las moléculas de anticuerpos usando papaína, pepsina y otras proteasas, o usando un método de ingeniería 
genética bien conocido. 
 
Los anticuerpos de la presente invención también incluyen anticuerpos humanos. Aquí, [anticuerpos humanos], 25 
según se relacionan estos con la presente invención, indica anticuerpos que son los productos manifestados de 
genes de anticuerpos derivados de seres humanos. Los anticuerpos humanos pueden ser obtenidos introduciendo 
un locus de un gen de un anticuerpo humano y administrando semaforina 4D y plexina B1 en animales transgénicos 
que son capaces de producir anticuerpos derivados de seres humanos. Un ratón es un ejemplo de dicho animal 
transgénico. Los ratones que son capaces de producir anticuerpos humanos, por ejemplo, son deficientes en las 30 
cadenas pesadas endógenas de la inmunoglobulina de ratón (Ig) y las cadenas ligeras de ratón , y los ratones 
pueden usarse de forma que conserven simultáneamente un fragmento del cromosoma 14 (SC20) que comprende 
los genes de la cadena pesada de la Ig humana, así como los transgenes de la cadena Ig humana (KCo5). Estos 
ratones son producidos cruzando ratones de la raza A que tienen un locus de un gen de una cadena pesada de una 
Ig humana, con ratones de la raza B que tienen un transgen de la cadena Ig humana. Los ratones de la raza A son 35 
homocigóticos para ambas destrucciones endógenas de la cadena pesada de la Ig y la cadena ligera  y son una 
raza de ratones (Tomizuka, et al., Proc Natl Acad Sci USA, 200 Vol. 97: 722) que conserva un fragmento del 
cromosoma 14 (SC20) que es capaz de una transmisión apomórfica. La raza B también es homocigótica para 
ambas deficiencias en las cadenas pesadas de la Ig de ratón y cadena ligera  y es una raza de ratones (Nat 
Biotechnol., 1996 Vol. 14: 845) que conserva un transgen de la cadena de la Ig humana (KCo5). 40 
 
Los anticuerpos policlonales de la presente invención pueden ser producidos usando el método indicado a 
continuación. Pueden obtenerse usando semaforina 4D y plexina B1 y, si fuera necesario, un agente de 
inmunoactivación (adyuvante de Freund y similares) en ratones, conejos, cabras, caballos y otros mamíferos no 
humanos. Los anticuerpos monoclonales de la presente invención se usan para producir un hibridoma a partir de 45 
células productoras de anticuerpos procedentes de animales inmunosensibilizados y de células de mieloma que no 
pueden producir sus propios anticuerpos. El hibridoma es clonado y se seleccionan los clones que producen 
anticuerpos monoclonales, lo que indica su afinidad específica hacia los antígenos usados para la inmunización. 
Dicho hibridoma puede ser producido basándose en el método de Keller y Millstein (Nature, 1975 Vol. 256: 495-497). 
El cribado del clon del hibridoma que produce los anticuerpos monoclonales se lleva a cabo cultivando el hibridoma 50 
en una placa de microtitulación. La sensibilidad de respuesta de los inmunoantígenos en el sobrenadante de cultivo 
en los pocillos que se observa que ha proliferado puede llevarse a cabo midiendo usando un ELISA y otros métodos 
de enzimoinmunoensayo, radioinmunoensayo, el método del anticuerpo fluorescente y otros métodos 
inmunológicos. 
 55 
La producción de anticuerpos monoclonales a partir de hibridomas puede llevarse a cabo cultivando el hibridoma in 
vitro y aislándolo a partir del sobrenadante. También puede ser cultivado in vivo en el líquido pleural de ratones, 
ratas, cobayas, hámsteres o conejos y similares, y aislarse a partir del líquido pleural. Los genes que codifican los 
anticuerpos monoclonales procedentes del hibridoma y otras células productoras de anticuerpos son clonados, 
recombinados en un vector adecuado, y éstos son introducidos en el hospedador (por ejemplo, células de ovario de 60 
hámster chino (CHO), otras reservas de células de mamífero, Escherichia coli, células de levadura, células de 
insecto, células vegetales, y similares), y los anticuerpos recombinantes son producidos usando la tecnología de 
recombinación génica (P. J. Delves, Antibody Production Essential Techniques, 1997, Wiley, P. Sheferd y C. Dean, 
Monoclonal Antibodies, 2000, Oxford University Press, J. W. Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 
1993, Academic Press). 65 
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Se producen vacas, cabras, ovejas o cerdos transgénicos en los que los genes de los anticuerpos deseados son 
recombinados en genes endógenos usando la tecnología de producción de animales transgénicos, y se obtienen 
grandes cantidades de anticuerpos derivados de los genes de anticuerpos a partir de la leche de estos animales 
transgénicos. 5 
 
Los anticuerpos producidos pueden ser refinados usando un método bien conocido en el campo tal como una 
combinación de cromatografía en columna de la proteína A, cromatografía de intercambio iónico, cromatografía 
hidrófoba, el método analítico del sulfato, filtración en gel, cromatografía de afinidad, y similares. 
 10 
La proteína que comprende la región extracelular de la anteriormente mencionada plexina B1 puede inhibir la unión 
de la semaforina 4D y de la plexina B1 mediante el atrapamiento de la semaforina 4D. No hay ninguna restricción en 
particular sobre la proteína que comprende la región extracelular de la plexina B1, sin embargo, una proteína que 
fusiona la región constante de los anticuerpos (preferentemente cualquier fragmento Fc de una inmunoglobulina) es 
un ejemplo adecuado. 15 
 
La proteína que comprende las anteriormente mencionadas semaforina 4D, plexina B1 y regiones extracelulares de 
la plexina B1, puede producir un vector de manifestación que comprende esa secuencia basada en la información de 
la secuencia de estas proteínas. El vector de manifestación se somete a una transformación fenotípica en unas 
células hospedadoras adecuadas, la proteína objetivo es producida en el interior de las células y la proteína objetivo 20 
puede ser introducida usando un método de aislamiento u otro método bien conocido. Por ejemplo, la secuencia 3 
de ADN (número de secuencia 1) de la semaforina 4D humana y la secuencia de aminoácidos (número de 
secuencia 2) se divulgan con el número de registro del GenBank NM_001142287, y la secuencia de ADN (número 
de secuencia 3) de la plexina B1 humana y la secuencia de aminoácidos (número de secuencia 4) se divulgan con el 
número de registro del GenBank NM_001130082. Adicionalmente, la región extracelular de la plexina B1 humana se 25 
corresponde con los números de aminoácidos 1 hasta 1490 de la secuencia de aminoácidos del anteriormente 
mencionado número de registro NM_001130082. 
 
Hemos medido mediante un análisis de inmunotransferencia la unión entre la semaforina 4D y la plexina B1 tanto en 
presencia como en ausencia de la sustancia, para ver si una cierta sustancia es una sustancia que inhibe la unión de 30 
la semaforina 4D y de la plexina B1, y estudiamos si el enlace entre estas disminuye en presencia de esa sustancia, 
de forma que pudiera confirmarse con facilidad. 
 
El efecto de aceleración de la osteogénesis mencionado en la presente invención indica el efecto de aceleración de 
la osteogénesis, de forma más precisa incluye el efecto de acelerar la osteogénesis por parte de los osteoblastos 35 
mediante la inhibición de la supresión de la diferenciación de los osteoblastos. Si una cierta sustancia tiene o no un 
efecto de aceleración de la osteogénesis puede ser confirmado mediante la administración de la sustancia a 
vertebrados que tengan una menor cantidad de hueso de la habitual (preferentemente a pacientes con osteoporosis 
y a modelos de vertebrados de osteoporosis) y averiguar si aumenta o no la cantidad de hueso. 
 40 
El efecto de prevención y tratamiento de la enfermedad ósea de la presente invención indica el efecto de prevención 
y / o de tratamiento de cualquiera de las enfermedades óseas, o el efecto de mejorar los síntomas de la presente 
invención. Si una cierta sustancia tiene o no un efecto terapéutico óseo puede ser confirmado mediante la 
administración de la sustancia a un paciente o a un vertebrado con una enfermedad ósea (preferentemente un 
paciente con osteoporosis o un modelo de vertebrado de osteoporosis) y estudiando después si la enfermedad ósea 45 
se cura o mejora. 
 
La formulación de la presente invención puede contener únicamente la sustancia de inhibición de la unión de la 
presente invención, sin embargo, puede añadirse un habitualmente permitido farmacológicamente portador, agente 
de unión, estabilizante, excipiente, diluyente, tampón de pH, disgregante, agentes solubilizante, adyuvante de 50 
solubilización, isotónico y otros componentes de combinación de agentes de ajustes. La formulación del agente 
reductor de la presente invención puede ser una formulación en polvo, una formulación granulada, un agente en 
cápsula u otra preparación sólida. También puede ser una preparación en solución, una emulsión, una suspensión u 
otra formulación líquida. Estas preparaciones pueden usarse según sea adecuado para la sustancia de inhibición de 
la unión de la presente invención mediante un tratamiento usando el método habitual. 55 
 
No hay ninguna restricción en particular sobre el método usado para la administración del agente de la presente 
invención, siempre que tenga el efecto preventivo o terapéutico de la enfermedad ósea deseado, y pueda ser 
administrado por vía oral o no oral. El método no oral usado para su administración incluye una administración 
vascular, una administración muscular, una administración hipodérmica, una administración transdérmica, una 60 
administración nasal, una administración transpulmonar. De éstas, pueden usarse la administración vascular y la 
intravenosa con una ventaja particular. La dosis de la preparación de la presente invención, así como el número de 
veces administrada y la concentración, pueden ser ajustadas según el peso corporal del sujeto, el tipo de 
enfermedad ósea y los síntomas de la enfermedad ósea. 
 65 
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El sujeto para la presente invención pueden ser vertebrados, tales como mamíferos y animales pertenecientes a la 
familia de las aves. Estos pueden incluir seres humanos, monos, ratones, ratas, hámsteres, cobayas, vacas, cerdos, 
caballos, conejos, ovejas, cabras, gatos, perros, pollos, codornices y otros animales adecuados. De éstos, son 
particularmente adecuados los seres humanos y los animales domésticos y las aves. La sustancia de inhibición de la 
unión contenida en el agente de la presente invención es adecuada desde el punto de vista de obtener un 5 
sorprendente efecto de aceleración de la osteogénesis y un afecto de prevención y tratamiento de una enfermedad 
ósea cualquiera que sea el tipo de vertebrado derivado de la semaforina 4D y de la plexina B1 que provoque que la 
acción de inhibición de la unión coincida con el tipo de vertebrado que es un candidato para la administración del 
agente de la presente invención. Adicionalmente, un vertebrado derivado de la semaforina 4D y el tipo de vertebrado 
derivado de la plexina B1 pueden ser iguales o diferentes. 10 
 
No hay ninguna restricción en particular sobre el tipo de enfermedad ósea que puede ser tratada usando la presente 
invención, siempre que sea una enfermedad ósea que tenga un factor que provoque una disminución en la 
osteogénesis o en una enfermedad ósea relacionada con una disminución en la osteogénesis. Sin embargo, las 
fracturas óseas, la insuficiencia ósea, la osteoporosis, la osteomalacia, la insuficiencia ósea, el dolor lumbar, la 15 
enfermedad ósea de Paget, la mielitis tónica, el reumatismo articular, la disosteogénesis y la artrosis deformante 
son, todas, unas candidatas adecuadas. De éstas, son particularmente adecuadas la osteoporosis, la osteomalacia, 
la osteopenia y la disosteogénesis. 
 
El método de la presente invención es un método usado para la determinación de un candidato a principio activo 20 
para un agente de aceleración de la osteogénesis en el que se determina si una sustancia en estudio es una 
sustancia que inhibe la unión entre la semaforina 4D y la plexina B1, y si la sustancia mencionada anteriormente en 
estudio es la sustancia mencionada anteriormente que inhibe la unión, se determina que la sustancia mencionada 
anteriormente en estudio es un candidato a principio activo para un agente de aceleración de la osteogénesis. En el 
anteriormente mencionado método de determinación, las siguientes etapas (A) hasta (D) son un ejemplo adecuado 25 
del método usado para determinar si una sustancia en estudio es una sustancia que inhibe la unión entre la 
semaforina 4D y la plexina B1: 
 

(A) una etapa en la que se ponen en contacto entre sí la semaforina 4D y la plexina Blare en presencia de la 
sustancia en estudio; 30 
(B) una etapa en la que se mide el grado de unión entre la semaforina 4D y la plexina B1; 
(C) una etapa en la que se compara el grado medido en la etapa (B) anterior con el grado cuando no está en 
presencia de la sustancia en estudio; 
(D) una etapa en la que se determina que la sustancia en estudio es una sustancia que inhibe la unión entre la 
semaforina 4D y la plexina B1 cuando el grado medido en la etapa (B) anterior es menor que el grado cuando no 35 
está en presencia de la sustancia en estudio. 

 
En el anteriormente mencionado método de determinación, puede usarse lo siguiente para medir el grado de unión: 
para la semaforina 4D, la región extracelular de la semaforina 4D marcada o la proteína de fusión de la región 
extracelular de la semaforina 4D y la región Fc de una inmunoglobulina, etc., y para la plexina B1, una célula que 40 
expresa la plexina B1 en su superficie. También puede usarse lo siguiente para medir el grado de unión: para la 
plexina B1, la región extracelular de la plexina B1 marcada o la proteína de fusión de la región extracelular de la 
plexina B1 y la región Fc de una inmunoglobulina, etc., y para la semaforina 4D, una célula que expresa la 4D en su 
superficie. 
 45 
No hay ninguna restricción en particular sobre la sustancia en estudio en el método de determinación de la presente 
invención, y puede ser una sustancia que se ha predeterminado que tiene una actividad que inhibe la unión de la 
semaforina 4D y la plexina B1, y puede ser cualquier sustancia cuya actividad sea desconocida. También es posible 
usar simultáneamente múltiples sustancias en estudio. Cuando se usan simultáneamente múltiples sustancias en 
estudio, es posible usar simultáneamente sustancias individuales en estudio, cada una en una muestra individual, 50 
usar simultáneamente múltiples sustancias en estudio en una muestra individual, o usar simultáneamente múltiples 
muestras preparadas individualmente con múltiples sustancias en estudio. Cuando se usan simultáneamente 
múltiple sustancias en estudio en una única muestra, puede no ser posible determinar en una única prueba cuál de 
las sustancias en estudio inhibe la unión de la semaforina 4D y la plexina B1, pero es posible determinar cuál de las 
sustancias en estudio es un inhibidor de la unión realizando la prueba múltiples veces y estrechando las sustancias 55 
en estudio por etapas. El método de determinación de la presente invención está caracterizado por la búsqueda de 
sustancias en estudio para un candidato a principio activo para un agente de aceleración de la osteogénesis, y el 
método puede usarse para cribar un candidato a principio activo para un agente de aceleración de la osteogénesis. 
 
En el presente documento también se enseña (a) el uso de una sustancia de inhibición de la unión en la producción 60 
del agente preventivo y terapéutico del anteriormente mencionado agente de aceleración de la osteogénesis y 
enfermedades óseas; (b) una sustancia de inhibición de la unión para su uso como un agente de aceleración de la 
osteogénesis y en la prevención y el tratamiento de enfermedades óseas; (c) un método de uso de la sustancia de 
inhibición de la unión para la aceleración de la osteogénesis y la prevención y el tratamiento de enfermedades 
óseas; (d) un método para promover la osteogénesis mediante la administración de la sustancia de inhibición de la 65 
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unión; y (e) un método para la prevención y el tratamiento de enfermedades óseas mediante la administración de la 
sustancia de inhibición de la unión. 
 
A continuación describiremos la presente invención con detalle con referencia a los ejemplos prácticos de la misma, 
sin embargo, no debe interpretarse en modo alguno que la presente invención está restringida a estos ejemplos 5 
prácticos. 
 
Ejemplos prácticos 1 
 
Análisis de los fenotipos de ratón y óseo 10 
 
Produjimos los ratones Sema4d-/-, Plxnb1-/-, inactivados para la plexina B2 (Plxnb2-/-), CAT-RhoA DN y α 1 (I)-Cre 
según el método descrito en la bibliografía (W. Shi et al., Immunity 13, 633 (noviembre de 2000); R. H. Friedel et al., 
J Neurosci 27, 3921 (4 de abril de 2007); R. H. Friedel et al., Proc Natl Acad Sci USA 102, 13188 (13 de septiembre 
de 2006); K. Kobayashi et al., J. Neurosci 24, 3480 (7 de abril de 2004); R. Dacquin, M. Starbuck, T. Schinke; G. 15 
Karsenty, Dev Dyn 224, 245 (junio de 2002)]. Todos los ratones se retrocruzaron 8 veces o más con ratones 
C57BL/6. Todos los ratones se mantuvieron en un estado en el que no había hongos patógenos específicos. Todos 
los experimentos con animales fueron autorizados por el Animal Experiment Committee of the Tokyo Medical and 
Dental University, y cumplían con las directrices y las leyes relacionadas. El análisis del fenotipo óseo implicó el 
control respectivamente de los ratones alterados genéticamente de los ratones de la misma camada, y analizamos al 20 
menos 8 machos y 8 hembras. El análisis de micro CT tridimensional (μCT) y los análisis de medición 
histomorfológicos se llevaron a cabo según los métodos descritos en la bibliografía (K. Nishikawa et al., J Clin Invest 
120, 3455 (1 de octubre de 2010); T. Koga et al., Nature 428, 758 (15 de abril de 2004). 
 
Ratones con una médula ósea quimérica  25 
 
Produjimos ratones con una médula ósea quimérica modificando en parte el método descrito en la bibliografía (B. 
Zhao et al., Nat Med 15, 1066 (septiembre de 2009). Esto significa que recogimos células de médula ósea de 
donante (C57BL6-Ly5, 2 acervos genéticos) de ratones naturales Sema 4d-/- de la misma camada. Inyectamos por 
vía intravenosa 2 x 106 células obtenidas a partir de cada donante en la vena caudal del ratón receptor natural (3 30 
semanas de edad, C57BL/6-Ly5, 1 acervo genético) expuesto a una radiación letal, o de ratones Sema4d-/-. Ocho 
semanas después del trasplante de médula ósea, se alcanzó un elevado nivel de quimerismo de tipo donante (> 
95 %). 
 
Análisis en genochip 35 
 
Llevamos a cabo un análisis en genochip según el método descrito en la bibliografía (K. Nishikawa et al., J Clin 
Invest 120, 3455 (1 de octubre de 2010)). Esto significa que después de llevar a cabo una síntesis de ADNc usando 
una transcripción inversa usando todo el ARN, sintetizamos el ARNc que había sido sometido a un marcaje 
biotinizado mediante una transcripción in vitro. Después de fragmentar el ARNc, llevamos a cabo una hibridación 40 
usando el A430 GeneChip de ratón (fabricado por Affymetrix) según el método descrito en la bibliografía (T. Koga et 
al., Nat Med 11, 880 (agosto de 2005); H. Takayanagi et al., Dev Cell 3, 889 (diciembre de 2002). 
 
Inducción de la diferenciación de los osteoblastos in vitro 
 45 
La inducción de la diferenciación de los osteoblastos y de los osteoclastos in vitro se llevó a cabo según el método 
descrito en el documento (T. Koga et al., Nat Med II, 880 (agosto de 2005); y H. Takayanagi et al., Dev Cell 3, 889 
(diciembre de 2002). Esto significa que llevamos a cabo una inducción de la diferenciación llevando a cabo el cultivo 
de células derivadas de la bóveda craneal en un medio de cultivo de osteogénesis (50 μM de ácido ascórbico, 10 nM 
de dextrasona y 10 mM de -glicerofosfato) y la inducción de la diferenciación se confirmó mediante un ensayo de 50 
fosfatasa alcalina (ALP) (después de 7 días) y un análisis de la osteonodosidad (21 días después, tinción con rojo de 
alizarina). Se añadieron Fc-sema4D, anticuerpos anti-Semar4D y anticuerpos anti-plexina BA (anticuerpos anti-
Plexina B1) cada 3 días. Se recuperó el sobrenadante de los osteoclastos a partir de cada solución de cultivo de las 
células naturales y de las Sema4d-/- después de estimular el ligando activado por el receptor del factor intranuclear 
KB (RANKL; fabricado por Peprotech). Cultivamos los osteoclastos cultivados en una placa de código de colágeno 55 
(fabricada por IWAKI) y los recuperamos usando tripsina dos días después de la estimulación con el RANKL. El 
sobrenadante de los osteoclastos se usó como un medio de cultivo de osteogénesis que contiene el reactivo 
mencionado anteriormente, y lo añadimos a los osteoclastos cultivados (1 x 150 células/pocillo, placa de 24 pocillos) 
cada 3 días. 
 60 
Análisis de RT-PCR cuantitativa en tiempo real  
 
Se llevó a cabo una RR-PCR cuantitativa en tiempo real según los protocolos del producto usando un dispositivo 
ciclador ligero (fabricado por Roche) y SYBR Green (fabricado por Toyobo). Usamos con los siguientes cebadores. 
 65 

Plxnb1 sentido: 5’-tgggtcatgtgcagtacgat-3’ (número de secuencia 5), 

E12785073
14-09-2017ES 2 640 567 T3

 



10 

Plxnb1 antisentido: 5’-cactgctctccaggttctcc-3’ (número de secuencia 6), 
Plxnb2 sentido: 5’-aggggagcctctctacaagc-3’ (número de secuencia 7), 
Plxnb2 antisentido: 5’-tcgatcccttcatcctgaac-3’ (número de secuencia 8), 
Plnxb3 sentido: 5’-atatgctgagcgtgccttct-3’ (número de secuencia 9), 
Plnxb3 antisentido: 5’-tgctgttgagcaaattggag-3’ (número de secuencia 10), 5 
CD72 sentido: 5’-gccttctcctgtcctgtctg-3’ (número de secuencia 11), 
CD72 antisentido: 5’-cctcctggaactgctgagac-3’ (número de secuencia 12), 
Alpl sentido: 5’-aacccagacacaagcattcc-3’ (número de secuencia 13) 
Alpl antisentido: 5’-gcctttgaggtttttggtca-3’ (número de secuencia 14) 
Bglap sentido: 5’-gcgctctgtctctctgacct-3’ (número de secuencia 15), 10 
Bglap antisentido: 5’-accttattgccctcctgctt-3’ (número de secuencia 16), 
Colla1 sentido: 5’-gagcggagagtactggatcg-3’ (número de secuencia 17), 
Coll11 antisentido: 5’-gttcgggctgatgtaccagt-3’ (número de secuencia 18) 
Gapdh sentido: 5’-acccagaaagactgtggatgg-3’ (número de secuencia 19), 

 15 
Introducción genética de adenovirus y retrovirus 
 
El método de producción del vector adenovírico portador del tipo de configuración activo (CA) de RhoA (Myc- 
V14Rho) y Racl (hRacl V12) y el tipo negativo dominante (DN) de RhoA (Myc-N19Rho) y Racl (hRacl V12), y el 
método de introducción de estos, se llevaron a cabo según el método descrito en la bibliografía (Bito, H. et al. A 20 
Critical Role for a Rho-Associated Kinase, p160ROCK, in Determining Axon Outgrowth in Mammalian CNS Neurons, 
Neuron 26, 431-441 (2000). La producción del vector retrovírico (pMXs-Plexin-B1-EGFP, pMXs-Plexin-B1 RA-EGFP 
y pMXs-Plexin-B1 DPDS-EGFP en el que se manifestaba el mutante [Plexin-B1 DPDZ-EGFP]) en el que no pudo 
activarse la activación de la [Plexin-B1 RA] y de la RhoA, se llevó a cabo insertando el fragmento de ADNc 
respectivamente de la Plexina B1, la Plexina B1 RA (I. Oinuma, Y. Ishikawa, H. Katoh, M. Negishi, Science 305, 862 25 
(6 de agosto de 2004) y la Plexina B1 DPDZ (V. Perrot, J. Vazquez-Prado, J. S. Gutkind, J Biol Chem 277, 43115 (8 
de noviembre de 2002)) en pMXs-IRES-EGFP. La producción de un retrovirus recombinante se llevó a cabo según 
el método descrito en la bibliografía (S. Morita, T. Kojima, T. Kitamura, Gene Ther 7, 1063 (junio de 2000). Esto 
significa que llevamos a cabo un empaquetamiento del retrovirus mediante la introducción del vector retrovírico 
producido en las células Plat-E. 30 
 
Procesado de los anticuerpos anti-Sema4D para la disminución en la cantidad de hueso inducida por la OVX  
 
La producción de un modelo de ratón de osteoporosis inducida por una OVX (ovariotomía) se llevó a cabo según el 
método descrito en la bibliografía (M. Shinohara et al., J. Bio Chem 282, 17640 (15 de junio de 2007). Esto significa 35 
que llevamos a cabo una operación de extracción de los ovarios o una pseudooperación en ratones hembra de 7 
semanas de edad. Con este modelo de ratón llevamos a cabo pruebas con más de 6 ratones en cada grupo. 
Validamos esto usando el método indicado a continuación para averiguar si había o no un efecto preventivo sobre la 
disminución en la cantidad de hueso. Esto significa que inyectamos por vía intravenosa 20 μg de los anticuerpos 
Sema4D (fabricados por MBL) o una solución salina en la vena caudal una vez por semana. Sacrificamos todos los 40 
ratones 8 semanas después de la cirugía y realizamos un análisis de μCT y un análisis de osteomorfogénesis. 
También llevamos a cabo la validación usando el siguiente método, para estudiar si había o no un efecto de 
aceleración sobre la cantidad de hueso que había disminuido. Esto significa que después de 6 semanas inyectamos 
por vía intravenosa 20 μg de los anticuerpos anti-Sema4D (fabricados por MBL) en la vena caudal durante 3 
semanas cada 3 días en ratones OVX. Sacrificamos todos los ratones 9 semanas después de la operación y los 45 
usamos para un análisis de μCT. 
 
Análisis de inmunotransferencia, análisis de precipitación y tinción inmunofluorescente  
 
Cultivamos células de la bóveda craneal durante dos días en un medio de cultivo de osteogénesis (50 μM de ácido 50 
ascórbico, 10 nM de dexametasona y 10 mM de β-glicerofosfato) y después las estimulamos con Fc-Sema4D. 
Usamos IgG humana purificada (parte Fc) (fabricada por Beckman Coulter) para el control nativo para el análisis de 
la precipitación (tiempo 0). Recogimos las células en el punto indicado y llevamos a cabo un análisis de 
inmunotransferencia o un análisis de precipitación usando anticuerpos anti-Plexina B1 (clon A-8, fabricado por Santa 
Cruz); anticuerpos anti-PDZ-RhoGEF (policlonales, fabricados por Protein Express); anticuerpos anti-LARG 55 
(policlonales, fabricados por Lifespan Biosciences); anticuerpos anti-fosfo-Akt (Thr308) (policlonales, fabricados por 
Cell Signaling); anticuerpos anti-Akt (policlonales, fabricados por Cell Signaling); anticuerpos anti-fosfor ERK 
(Thr202/Tyr204) (policlonales, fabricados por Cell Signaling); anticuerpos anti-ERK (policlonal, fabricados por Cell 
Signaling); anticuerpos anti-Met (clon 25H2) (fabricados por Cell Signaling); anticuerpos anti-ErbB2 (clon 29D8) 
(fabricados por Cell Signaling); anticuerpos anti-Rac1 (clon 102/Rac1) (fabricados por BD Transduction 60 
Laboratories); anticuerpos anti-RhoA (clon 55/Rho) (fabricados por BD Transduction Laboratories); anticuerpos anti-
cadherina-11 (policlonales, fabricados por Invitrogen); anticuerpos anti-IRS1 (clon 53-10C-31) (fabricados por 
Millipore); y anticuerpos anti-b-actina (clon AC40) (fabricados por Sigma-Aldrich). La fosforilación de la plexina B1, la 
Met, la ErbB2 y el IRS1 fueron detectados con anticuerpos anti-fosfotirosina (4G10, fabricados por Upstate) después 
de una inmunoprecipitación usando respectivamente anticuerpos específicos para estos. Incubamos el producto 65 
celular disuelto con Fc-sema4D (500 ng) que se unió a microesferas de proteína A-agarosa con objeto de detectar la 
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plexina B1 que se unía a la semaforina 4D, y se llevó a cabo un análisis de inmunotransferencia usando anticuerpos 
anti-Plexina B1. La detección de la activación de la GTPasa se llevó a cabo según la descripción de la bibliografía 
(M. Shinohara et al., J Bio Chem 282, 17640 (15 de junio de 2007). Esto significa que tratamos las células de la 
bóveda craneal con Fc-sema4D y las recogimos en el punto en el que se mostraron. Incubamos el producto celular 
disuelto con GST-RBD (usando RhoA) o GST-PAK1 (usando Rac1) (2 μg) que se unían a la sefarosa de glutatión, y 5 
llevamos a cabo un análisis de inmunotransferencia usando respectivamente anticuerpos anti-RhoA o anticuerpos 
anti-Rac1. Fijamos las células con paraformaldehído al 4 % para la tinción inmunofluorescente, llevamos a cabo un 
procesado de penetración y después las teñimos usando anticuerpos secundarios marcados con Alex Fluor 488 y 
faloidina conjugada con rodamina (fabricada por Molecular Probes). 
 10 
Citometría de flujo  
 
Teñimos una única solución de células flotantes usando anticuerpos monoclonales conjugados con 8 tipos de 
pigmentos fluorescentes [anticuerpos anti-CD45. 2 conjugados con PerCP.Cy5.5; anticuerpos anti-CD45.2 (clon 104) 
conjugados con FITC; anticuerpos anti-CD11b (clon M1/70) conjugados con eFLuor450; anticuerpos anti-CD105 15 
(clon MJ7/18) conjugados con PE; anticuerpos anti-CD10 (clon 4.29E+02) conjugados con Alex Fluor 647; 
(anticuerpos anti-CD44 conjugados con APC-Alexa Fluor 750; anticuerpos anti-Cd 44 (clon IM7) conjugados con AC-
Cy7; y anticuerpos anti-Sca-1 (clon D7) (fabricados por eBioscience) conjugados con APC con objeto de analizar las 
células derivadas de médula ósea y las células de la bóveda craneal. Después llevamos a cabo una citometría de 
flujo usando FACSCant II usando el programa informático Diva (fabricado por BD Biosciences). 20 
 
Análisis de la proliferación celular  
 
Cultivamos células intersticiales derivadas de médula ósea en un medio de cultivo en condiciones de osteogénesis y 
analizamos el índice de proliferación celular antes de la diferenciación de los osteoblastos (Día 0) o en el proceso de 25 
diferenciación de los osteoblastos (Día 14) usando una estimulación con semaforina 4D usando Fc de IgG humana 
parcial o usando un kit de proliferación celular ELISA (fabricado por Roche) en presencia de Fc-Semar4D y 
detectamos la incorporación de 5-bromo-2’ desoxiuridina (BrdU). 
 
Análisis de la unidad formadora de colonias (UFC) 30 
 
Colocamos en placas células de médula ósea a 3 x 106 células por pocillo individual en una placa de 24 pocillos. 
Después cultivamos esto durante 3 días usando un medio de cultivo α-MEM que contiene un 10 % de suero bovino 
fetal y después los sustituimos por medio de cultivo en condiciones de osteogénesis. La unidad formadora de 
colonias-fosfatasa alcalina (UFC-ALP) fue detectada en forma de una colonia positiva para la ALP el día 7, y la UFC-35 
osteoblasto (UFC-Ob) fue detectada en forma de una colonia positiva para el rojo de alizarina el día 21. El número 
de colonias agregadas (UFC-fibroblastos (UFC-F)) fue detectado mediante una tinción con azul de toluidina el día 7 
y el día 21. 
 
Análisis estadístico 40 
 
Todos los datos se indican como la media ± EEM (n = 15). El análisis estadístico se llevó a cabo usando la prueba 
de Student ANOVA, y cuando fue posible, la prueba de Bonferroni (*p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,005; n. s., no 
significativo). Los resultados están indicados en el ejemplo representativo de 4 o más experimentos individuales. 
 45 
Resultados 
 
Llevamos a cabo un cribado amplio del genoma del ARNm en los osteoclastos y los osteoblastos usando un análisis 
con GeneChip para estudiar si la semaforina, la efrina, la slits y la netrina, que son moléculas de guiado axónico, 
contribuyen o no al remodelado del hueso. Esto significa que después de analizar 20 tipos de semaforina, 16 tipos 50 
de efrina, 6 tipos de slits y 6 tipos de netrina, se confirmó una manifestación extremadamente alta de la semaforina 
4D en los osteoclastos. Sin embargo, esta manifestación no fue confirmada en los osteoblastos. Estos resultados 
indican que la semaforina 4D tenía una manifestación inducida selectivamente en el proceso de formación de los 
osteoclastos. 
 55 
Llevamos a cabo un análisis funcional del sistema esquelético usando ratones Sema4d-/- para estudiar la función de 
la semaforina 4D con una manifestación inducida selectivamente en el proceso de formación de los osteoclastos. Se 
demostró que la cantidad de hueso (Figura 1) y el ancho trabecular (Figura 2) en los ratones Sema4d-/- había 
aumentado significativamente en comparación con los ratones naturales (ratones WT) usando un μCT y un análisis 
de osteomorfogénesis. El área superficial de la osteogénesis en los ratones Sema4d-/- (Figura 3, a la izquierda), el 60 
área superficial del hueso calcificado (Figura 3, en el centro) y el índice de osteogénesis (Figura 3, a la derecha) 
aumentó notablemente en comparación con los ratones naturales. Sin embargo, no se produjeron cambios en los 
parámetros (las áreas superficiales de los osteoclastos (Figura 4, a la izquierda), el número de osteoclastos (Figura 
4, en el centro) y el área superficial del hueso corroído (Figura 4, a la derecha), lo que indica una resorción ósea de 
los osteoclastos. También observamos que la formación de los osteoclastos in vitro en las células Sema4d-/- era 65 
normal. A pesar del hecho de que la semaforina 4D se manifestaba específicamente en los osteoclastos, estos 
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resultados sugieren que el fenotipo de una elevada densidad ósea en los ratones Sema4d-/- aumentó debido a la 
osteogénesis a través de los osteoblastos. 
 
Llevamos a cabo un injerto de células inmunitarias adoptadas usando células de médula ósea que incluían células 
precursoras de osteoclastos, para averiguar si el fenotipo óseo de los ratones Sema4d-/- se basaba o no en 5 
anomalías en el sistema de células de la médula ósea. Como resultado, la cantidad de hueso aumentó cuando se 
injertaron las células de médula ósea deficientes en Sema4d en los ratones naturales en comparación con cuando 
se injertaron las células de médula ósea naturales (véanse las dos gráficas de la izquierda de la Figura 5). Sin 
embargo, cuando se injertaron células de médula ósea del tipo normal en ratones Sema4d-/-, la cantidad de hueso 
disminuyó y volvió a la normalidad en comparación con cuando se injertaron células de médula ósea deficientes en 10 
Sema4d (véanse las dos gráficas de la derecha de la Figura5). Tomando como base estos resultados, se indicaba 
que el fenotipo óseo en los ratones Sema4d-/- era tal que era la causa de las anomalías en las células del sistema 
hematopoyético que comprenden los osteoclastos. Adicionalmente, no se confirmó un aumento definido en los 
osteonodos de las células de la bóveda craneal Sem4d-/- en la osteonodosidad de las células de la bóveda craneal 
Sema4d-/-. Estos resultados sugieren que la semaforina 4D que se manifiesta en los osteoclastos funciona como un 15 
factor de remodelado óseo que inhibe la osteogénesis a través de los osteoblastos. 
 
Produjimos Fc-sema4D (I. Ishida et al., Int Immunol 15, 1027 (agosto de 2003) para estudiar con detalle el efecto de 
inhibición de la semaforina 4D sobre los osteoblastos. Después añadimos la Fc-sema4D a las células de la bóveda 
craneal que habían sido cultivadas en condiciones de osteogénesis. La adición de la Fc-sema4D inhibió la activación 20 
dependiente de la concentración de la ALP y la manifestación de la osteocalcina [Bglap] y del colágeno de tipo I 
[Colla1]). Estos resultados indican que la osteonodosidad esta inhibida como resultado de la inducción por parte de 
la Sema4D de la diferenciación de los osteoblastos. También cultivamos las células de la bóveda craneal en 
presencia del sobrenadante del cultivo de los osteoclastos o en presencia de los osteoblastos para ver si la 
semafore 4D derivada de los osteoclastos contribuía o no a la regulación de la osteogénesis. En el cultivo conjunto 25 
con el sobrenadante del cultivo de los osteoclastos de tipo natural o con los osteoclastos, no se produjo ningún 
efecto sobre la osteonodosidad, mientras que en el cultivo conjunto con el sobrenadante del cultivo de los 
osteoclastos Sema4d-/- o en el cultivo conjunto con los osteoclastos, la osteonodosidad estaba claramente 
acelerada. Tomando como base estos resultados, indican que los osteoclastos son inhibidores de la osteogénesis a 
través de la semaforina 4D producida en forma de soluble, al menos parcialmente. También debe destacarse que 30 
uno o más factores están contenidos en el sobrenadante de los osteoclastos. Se cree que el efecto de aceleración 
de la osteogénesis provocado por estos factores es revelado en su totalidad cuando no está presente la semaforina 
4D. 
 
Analizamos (a) la manifestación de la plexina de tipo B, que es bien conocida como el receptor de la semaforina D, 35 
en células no linfáticas y en células linfáticas, y (b) el ARN de CD72 (K. Suzuki, A. Kumanogoh, H. Kikutani, Nat 
Immunol 9, 17 (enero de 2008) usando una RT-PCR cuantitativa en tiempo real, con objeto de especificar el receptor 
de la semaforina 4D en el que se manifiestan los osteoblastos. Como resultado, la cantidad de plexina B1 
manifestada aumentó notablemente durante la diferenciación de los osteoblastos (Figura 7). Sin embargo, la 
cantidad de plexina B2 manifestada era más bien baja, y no había prácticamente ninguna manifestación de plexina 40 
B3 y CD 72 (Figura 7). Después de llevar a cabo un análisis de precipitación usando Fc-sema 4D, se indicó que la 
semaforina 4D interactuaba con la plexina B1 (Figura 8). También se indicó que la Fc-sema 4D induce la 
fosforilación de la plexina B1. Es bien conocido que cuando la semaforina 4D se une a la plexina B1, se forma un 
conjugado con la cinasa de tirosina ErbB2 y la ErbB2 se autofosforila y la plexina B1 es dependiente de la 
semaforina B4. En la osteogénesis, después de la inhibición de la activación de la cinasa ErbB2, la fosforilación 45 
disminuye dependiente de la estimulación por parte de la semaforina 4D de la plexina B1. Tomando como base 
estos resultados, se sugiere que la plexina B1 actúa como el principal receptor para la semaforina 4D en los 
osteoblastos. Entonces analizamos el fenotipo óseo de los ratones Plxb1-/-. Al igual que en los ratones Sema4d-/-, la 
cantidad de hueso (Figura 9) y el ancho de la trabécula (Figura 10) de los ratones Plxnb1-/- aumentó notablemente 
en comparación con los ratones naturales debido a un aumento en la osteogénesis de los osteoblastos. El área 50 
superficial de los osteoblastos en los ratones Plxnb1-/- (Figura 11), el área superficial de hueso calcificado (Figura 
12) y el índice de osteogénesis (Figura 13) también aumentaron respectivamente en comparación con los ratones 
naturales. Sin embargo, no se produjo ningún cambio en los parámetros (área superficial de los osteoclastos, y 
recuento de las células de osteoclastos y corrosión del área de la superficie ósea), lo que indica una resorción ósea 
en los osteoclastos. Tomando como base estos resultados, se sugiere que el fenotipo de elevada densidad ósea de 55 
los ratones Plxnb1-/-, al igual que el fenotipo de elevada densidad ósea de los ratones Sema4d-/-, está causado por 
un aumento en la osteogénesis provocado por los osteoblastos. No se confirmó ningún efecto de estimulación sobre 
la osteonodosidad por parte de los osteoblastos por los osteoclastos Sema4d-/- naturales con los osteoclastos 
Sem4d-/-. Por lo tanto, esto sugiere que la plexina B1 reconoce la osteogénesis fundamentalmente a través de la 
semaforina 4D. 60 
 
¿Cómo se transforma la semaforina 4D-plexina B1 en las señales de inhibición en los osteoblastos? Es bien 
conocido que el sistema semaforina-plexina regula la osteomorfogénesis y las células errantes mediante la 
regulación de la reordenación de la actina de la célula ósea. También es bien conocido que cuando la semaforina 4D 
se combina con la plexina B2, la actividad de la RhoA es estimulada en presencia de la cinasa de tirosina ErbB2, 65 
mientras que la semaforina 4D tiene un acción contraria en presencia de otra cinasa de tirosina Met (J. M. Swiercz, 
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T. Worzfeld, S. Offermanns, J Bio Chem 283, 1893 (25 de enero de 2008). Por lo tanto, estudiamos la posibilidad de 
que la semaforina 4D activara la RhoA. Cuando analizamos la cantidad de ErbB2 y de Met manifestada en la 
osteogénesis, se sugirió que la EbrB2 se manifestaba en unas cantidades considerablemente mayores que la Met. 
Aunque la estimulación por parte de la semaforina 4D inducía la fosforilación de la ErbB2, no se inducía la 
fosforilación de la Met. Adicionalmente, basándonos en un análisis de inmunotransferencia y en un análisis de la 5 
precipitación, la semaforina 4D aumentó el tipo de activación de combinación de la GTP para la RhoA y está 
indicado que esta actividad es inhibida particularmente por parte de las células Plxnb1-/0. Sin embargo, la actividad 
de la Racl, que es otra familia de Rho, no afectó a la estimulación de la semaforina 4D. Coincidiendo con estos 
resultados, cuando introdujimos la RhoA de tipo activación estructurada usando un adenovirus, la osteonodosidad 
en las células de la bóveda craneal fue inhibida, mientras que cuando se introdujo una RhoA negativa dominante, la 10 
osteonodosidad se aceleró. Sin embargo, la Racl de tipo activación estructurada y la Rac1 negativa dominante no 
afectaron a la osteogénesis. Tomando como base estos resultados, se sugiere que la RhoA media selectivamente 
en el efecto de inhibición de la osteogénesis por parte de la semaforina 4D plexina B1. La plexina B1 tiene dos 
dominios de regulación de la RhoGTPasa, es decir, un dominio de proteína activada por GTPasa (GAP) y un 
dominio de unión a PDZ que se une a RhoGEF (I. Oinuma, Y. Ishikawa, H. Katoh, M. Negishi, Science 305, 862 (6 15 
de agosto de 2004), J. M. Swiercz, R. Kuner, J. Behrens, S. Offermanns, Neuron 35, 51 (3 de julio de, 2002), V. 
Perrot, J. Vázquez-Prado, J. S. Gutkind, J Bio Chem 277, 43115 (8 de noviembre de 2002), M. H. Driessens, C. 
Olivo, K. Nagata, M. Inagaki, J. G. Collard, FEBS Lett 529, 168 (9 de octubre de 2002). Tomando como base el 
análisis de precipitación y el análisis de inmunotransferencia, se indicó que PDZ-RhoGEF y LARG (la RhoGEF 
asociada a la leucemia), que se conocen como RhoGEG, se unían a la plexina B1 incluso en los osteoblastos. Por lo 20 
tanto, el anteriormente mencionado dominio GAP y el dominio de unión a PDZ produjeron dos tipos de mutantes de 
la plexina B1 (la Plexina B1-Δ PDZ y la Plexina B1 · RA) para determinar si la osteoporosis era inhibida 
significativamente (I. Oinuma, Y. Ishikawa, H. Katoh, M. Negishi, Science 305, 862 (6 de agosto de 2004) (Figura 
14). Después de usar los dos tipos de mutantes de la plexina B1 y la plexina B1 natural (WT Plexina B1) 
respectivamente, para producir células de la bóveda craneal Plxnb1-/- con un exceso de manifestación, estimulamos 25 
éstas usando Fc-sema 4D y evaluamos el efecto de inhibición de la diferenciación de los osteoblastos. El efecto de 
inhibición de la Fc-Sema4d, indicado en la manifestación del ARNm de los marcadores de los osteoblastos (Alpl, 
Bglap y Col1a1), se recuperó en el exceso de manifestación de la WT-Plexina B1 y de la Plexina B1-RA, sin 
embargo, no se recuperó en el exceso de manifestación de la Plexina B1- Δ PDZ. Estos resultados sugieren que la 
RhoA media en la inhibición de la osteogénesis específicamente por parte de la semaforina 4D. 30 
 
Cruzamos ratones transgénicos CAT-RHoA DN (K. Kobayashi et al., J. Neurosci 24, 3480 (7 de abril de 2004) y 
ratones transgénicos colágeno α 1 (I)-Cre (R. Dacquin, M. Starbuck, T. Schinke, G. Karsenty, Dev. Dyn 224, 245 
(junio de 2002)) y produjimos ratones en los que se manifestaba específicamente la RhoA negativa dominante 
(RhoA DNOB) en los osteoblastos, para estudiar el papel de la RhoA en los osteoblastos in vivo. La cantidad de 35 
hueso (Figura 15) y el ancho de la trabécula (Figura 16) de los ratones RhoA DNOB aumentaron en comparación 
con los ratones naturales cuando la osteogénesis era acelerada por parte de los osteoblastos. Además, el área 
superficial de los osteoblastos (Figura 17) de los ratones RhoA DNOB, el área superficial del hueso (Figura 18) que 
se había calcificado y el índice de osteogénesis (Figura 19) aumentaron notablemente en comparación con los 
ratones naturales, sin embargo, no había ningún cambio en los parámetros que indicaban la resorción ósea de los 40 
osteoclastos (área superficial de los osteoclastos, número de osteoclastos y área superficial de hueso corroído). El 
fenotipo óseo era el mismo que el fenotipo óseo de los ratones Sema4d-/- y Plxbl-/-. Dado que la manifestación de la 
RhoA DNOB aumentó durante la diferenciación de los osteoblastos, la manifestación de la osteonodosidad y de los 
genes marcadores de los osteoblastos (Alpa, Bglap y Col1a1) aumentaron de forma notable en las células de la 
bóveda craneal procedentes de los ratones RhoA DNOB. La osteonodosidad que aumentó en las células RhoA 45 
DNOB no fue inhibida por la Fc-sema4d, por lo que se sugiere que la RhoA media en las señales de inhibición 
cascada abajo de la semaforina 4D-plexina B1. 
 
Con objeto de estudiar si la inhibición de la función de la Sema4D era eficaz o no para la osteoporosis, llevamos a 
cabo una validación usando un modelo de ratón con osteoporosis postmenopáusico tratado con una OVX 50 
(ovariotomía). Esto significa que administramos por vía intravenosa los anticuerpos anti-Sema4D a ratones sobre 
una base semanal después del tratamiento de OVX y estudiamos si había un efecto preventivo sobre la disminución 
en la cantidad de hueso. Después de analizar el tejido óseo, la cantidad de hueso disminuyó cuando no se 
administraban los anticuerpos anti-Sema4d, mientras que cuando se administraban los anticuerpos anti-Sema4d, se 
confirmó una aceleración en la osteogénesis (un aumento en el área superficial del osteoblasto [Figura 20], en la 55 
cantidad de hueso [Figura 21] y en el índice de osteogénesis [Figura 22] y una disminución en los intervalos 
trabeculares [Figura 23]). Sin embargo, no se produjeron cambios a los parámetros que indican la resorción ósea de 
los osteoclastos (el número de osteoclastos y el área superficial de hueso corroído). Tomando como base estos 
resultados, cuando la función de la semaforina 4D era inhibida por el tratamiento con los anticuerpos anti-Sema 4D, 
se indicaba un efecto preventivo sobre la disminución en la cantidad de hueso en la osteoporosis. También 60 
estudiamos si la inhibición funcional de la semaforina 4D era eficaz o no incluso para el tratamiento de la cantidad de 
hueso que ya había disminuido. Esto significa que después del tratamiento de OVX, administramos los anticuerpos 
anti-Sema4d en la vena caudal durante tres semanas, tres veces por semana, 6 semanas después de que la 
cantidad de hueso hubiera disminuido. Los resultados del análisis de los parámetros que indican una osteogénesis 
(área superficial de osteoblastos, aumento en la cantidad de hueso, aumento en el índice de osteogénesis y 65 
disminución en los intervalos trabeculares) confirmó la aceleración de la osteogénesis (aumento en el área 
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superficial del osteoblasto [Figura 26], en la cantidad de hueso [Figura 27] y aumento en el índice de osteogénesis 
[Figura 28] y una reducción en los intervalos trabeculares [Figura 29]). Por lo tanto, resultó evidente que una vez que 
la cantidad de hueso había disminuido, volvía al mismo nivel que cuando se administraban los anticuerpos Sema4D 
sobre una base semanal después del anteriormente mencionado tratamiento de OVX. Esto significa que se volvió al 
mismo nivel que cuando se previno la disminución en la cantidad de hueso. Sin embargo, no se produjeron cambios 5 
en los parámetros que indican la resorción ósea de los osteoclastos (área superficial de hueso corroído). También 
estudiamos el efecto de la inhibición funcional de la semaforina 4D y de la plexina B1 sobre la osteonodosidad. 
Cuando se usaron osteoblastos de ratón y osteoclastos de ratones WT, la osteonodosidad se aceleraba en función 
de la concentración de anticuerpos anti-Sema 4D (placas 1 a 3 desde la izquierda en el panel superior de la Figura 
24). Sin embargo, la osteonodosidad que era inhibida por la Fc-sema4d se aceleraba en función de la concentración 10 
de los anticuerpos anti-plexina B1 (panel inferior de la Figura 24). Tomando como base estos resultados, cuando la 
interacción semaforina 4D-plexina B1 es inhibida por un tratamiento con anticuerpos anti-Sema 4d o un tratamiento 
con anticuerpos anti-plexina B1, no solo se inhibe la disminución en la cantidad de hueso en la osteoporosis, sino 
que también se indica un efecto que promueve un aumento en la cantidad de hueso. También estudiamos el efecto 
de la inhibición funcional de la semaforina 4D en osteoblastos humanos sobre la osteonodosidad. Esto significa que 15 
cuando llevamos a cabo una validación usando osteoclastos que se habían diferenciado a partir de células CD 14 
positivas derivadas de monocitos de sangre periférica humana (Figura 25, fila inferior) y el sobrenadante del cultivo 
de las mismas (Figura 25, fila superior) y cuando las añadimos a los osteoclastos y al sobrenadante del cultivo de los 
mismos, y añadimos los anticuerpos anti-Sema4d a los osteoblastos, la osteonodosidad se aceleraba en función de 
la concentración de los anticuerpos anti-Sema 4d (Figura 25). Estos resultados indican que los resultados en el 20 
anteriormente mencionado modelo de ratón con osteoporosis postmenopáusico eran apoyados para las células 
humanas, y que la inhibición de la interacción semaforina 4D-plexina B1 es una nueva estrategia en la promoción de 
la osteogénesis. 
 
Realizamos un análisis detallado de la acción de la inhibición de la diferenciación de los osteoblastos por parte de la 25 
semaforina RD. Esto significa que cuando comparamos el número de células hematopoyéticas en la médula ósea 
(Sca-1+ CD105+ CD106+ CD44+ CD45, 2-CD11b) en los ratones Sema4d-/- con los ratones naturales mediante la 
realización de un análisis por citometría de flujo, no había diferencias. También llevamos a cabo un análisis de la 
proliferación celular, y aunque había un cierto aumento debido a la Sema4d previo la diferenciación de los 
osteoblastos (Día 0), no se produjo ningún cambio debido a la estimulación por parte de la semaforina 4D en el 30 
proceso de diferenciación de los osteoblastos (Día 14). Adicionalmente, basándonos en un análisis de UFC, la 
osteogénesis indicada en la manifestación de la ALP y la alizarina, era inhibida debido a la estimulación por parte de 
la semaforina 4D. Estos resultados sugieren que la semaforina 4D actúa en las etapas de diferenciación de los 
osteoblastos. 
 35 
Se sabe que las señales del sustrato del receptor de la insulina (IRS) causadas por los factores de crecimiento 
insulinoides (IGF)-1 aceleran la diferenciación de los osteoblastos. Por lo tanto, estudiamos la fosforilación de la Akt 
y de la ERK con respecto a las señales del IRS con una estimulación con semaforina 4D, y el nivel de fosforilación 
disminuyó. La fosforilación de la Tyr, que es un indicador de la activación del IRS, también disminuyó. Estos 
resultados sugieren que la estimulación por parte de la semaforina 4D disminuye las señales del IRS. También está 40 
claro que la RhoA de tipo activado reduce la fosforilación de la Akt y de la ERK, y por el contrario Y-27632 y RKI, 
que son inhibidores de la RhoA, promueven esta fosforilación. También está claro que el inhibidor de la RhoA induce 
la promoción de la fosforilación de tipo activación en las señales del IRS. Estos resultados sugieren que la 
semaforina 4D induce una disminución en las señales del IRS mediante la activación de la RhoA, y que inhibe la 
diferenciación de los osteoblastos. 45 
 
Sumario 
 
Tomando como base los experimentos mencionados anteriormente, identificamos la semaforina 4D derivada de los 
osteoclastos como un mediador extremadamente importante para la transmisión entre osteoclastos y osteoblastos 50 
en la reconstrucción ósea. La reconstrucción ósea se lleva a cabo en ciclos formados por tres etapas (comenzando 
por una resorción ósea debida a los osteoclastos, una transición a una nueva osteogénesis debida a los 
osteoblastos y la finalización de una nueva síntesis de hueso (K. Matsuo, N. Irie, Arch Biochem Biofys 473, 201 
(mayo de 2008). La semar4d que se manifiesta en los osteoclastos funciona hasta el momento en que se completa 
la resorción de los osteoclastos como un factor de inhibición de la osteogénesis en la fase inicial, en la que está 55 
inhibida la diferenciación de los osteoblastos. Adicionalmente, también se indica que la activación de la RhoA inhibe 
la osteogénesis de los osteoblastos in vivo. Se indica que la EfrinB2/EfB4, que contribuye a la fase de transición, 
también hace uso de la RhoA para regular la osteogénesis (C. Zhao et al., Cell Metab 4, 111 (agosto de 2006), lo 
que sugiere que la familia Rho-GTPasa molecular menor actúa como un coordinador para la transmisión individual 
en la reconstrucción ósea. Se ha indicado que la RhoA específica que contiene PDZ, GEFArfgef 12 (LARG) (J. M. 60 
Swiercz, R. Kuner, J. Behrens, S. Offermanns, Neuron 35, 51 (3 de julio de 2002); V. Perrot, J. Vázquez-Prado, J. S. 
Gutkind, J Bio Chem 277, 43115 (8 de noviembre de 2002)) tiene una elevada manifestación en los osteoblastos en 
un análisis mediante GeneChip. Estos resultados respaldan la importancia de la vía de la semaforina 4D-plexina B1-
RhoA. Adicionalmente, basándonos en el análisis usando una tinción inmunofluorescente, se ha observado una 
regulación por disminución para la cadherina 11 después de la estimulación con Fc-ema Rd, y se sugiere la 65 
contribución de la función de unión gap regulada. El tratamiento intermitente con hormonas paratiroideas (PTH) es el 
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único método eficaz que se ha demostrado que aumenta la osteogénesis. Los anticuerpos anti-Sost, que 
actualmente están en desarrollo, han atraído atención como un nuevo agente para la osteogénesis, mientras que 
puede esperarse que los factores dirigidos a los anticuerpos relacionados con la vía de la semaforina 4D-plexina B1-
RhoA y los inhibidores y similares sean unos nuevos agentes terapéuticos para los pacientes con osteopenia. 
 5 
Aplicación industrial  
 
La presente invención puede usarse para efectuar una aceleración en la osteogénesis y en la prevención y el 
tratamiento de enfermedades óseas. 
 10 
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<210> 5  
<211> 20  
<212> ADN  5 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> Plxnbl sentido  
 10 
<400> 5 
tgggtcatgt gcagtacgat   20 
 
<210> 6  
<211> 20  15 
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> Plxnb1 antisentido  20 
 
<400> 6 
 
cactgctctc caggttctcc   20 
 25 
<210> 7  
<211> 20  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 30 
<220>  
<223> Plxnb2 sentido  
 
<400> 7 
 35 
aggggagcct ctctacaagc  20 
 
<210> 8  
<211> 20  
<212> ADN  40 
<213> Artificial 
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<223> Plxnb2 antisentido  
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<210> 10  
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<211> 20  
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<400> 15 
 
gcgctctgtc tctctgacct   20 
 5 
<210> 16  
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 10 
<220>  
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 15 
accttattgc cctcctgctt   20 
 
<210> 17  
<211> 20  
<212> ADN  20 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> Col1a1 sentido  
 25 
<400> 17 
 
gagcggagag tactggatcg  20 
 
<210> 18  30 
<211> 20  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220>  35 
<223> Col1a1 antisentido  
 
<400> 18 
 
gttcgggctg atgtaccagt   20 40 
 
<210> 19  
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<223> Gapdh sentido  
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cacattgggg gtaggaacac  20 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un anticuerpo anti-semaforina 4D o un fragmento funcional del mismo, o un anticuerpo anti-plexina B1 o un 
fragmento funcional del mismo, para su uso en la prevención y el tratamiento de enfermedades óseas en un sujeto. 
 5 
2. El anticuerpo o el fragmento funcional del mismo para su uso según la reivindicación 1, en el que la enfermedad 
ósea es una fractura ósea, una insuficiencia ósea, osteoporosis, osteomalacia, osteopenia, dolor lumbar, 
enfermedad ósea de Paget, mielitis tónica, reumatismo articular o artrosis deformante. 
 
3. El anticuerpo o el fragmento funcional del mismo para su uso según la reivindicación 1 o la reivindicación 2, en el 10 
que el anticuerpo o el fragmento del mismo puede acelerar la osteogénesis y promover la diferenciación de los 
osteoblastos. 
 
4. El anticuerpo o el fragmento funcional del mismo para su uso según la reivindicación 1 o la reivindicación 2, en el 
que el sujeto es un mamífero. 15 
 
5. El anticuerpo o el fragmento funcional del mismo para su uso según la reivindicación 4, en el que el sujeto es un 
ser humano. 
 
6. El anticuerpo o el fragmento funcional del mismo para su uso según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, 20 
en el que el anticuerpo o el fragmento del mismo es monoclonal. 
 
7. El anticuerpo o el fragmento funcional del mismo para su uso según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, 
en el que el fragmento funcional del anticuerpo es un fragmento F(ab’)2, un fragmento Fab’, un fragmento Fab, un 
fragmento Fv, un fragmento FV unido por disulfuro, un fragmento FV de cadena única (scFV) o un polímero de uno o 25 
más de dichos fragmentos. 
 
8. El anticuerpo o el fragmento funcional del mismo para su uso según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, 
en el que el anticuerpo es un anticuerpo humano o un fragmento funcional del mismo. 
 30 
9. El anticuerpo o el fragmento funcional del mismo para su uso según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, 
en el que el anticuerpo o el fragmento del mismo puede ser administrado por vía oral, mediante una administración 
vascular, mediante una administración intravenosa, mediante una administración muscular, mediante una 
administración hipodérmica, mediante una administración transdérmica, mediante una administración nasal o 
mediante una administración transpulmonar. 35 

E12785073
14-09-2017ES 2 640 567 T3

 



37 

 

E12785073
14-09-2017ES 2 640 567 T3

 



38 

 

E12785073
14-09-2017ES 2 640 567 T3

 



39 

 

E12785073
14-09-2017ES 2 640 567 T3

 



40 

 

E12785073
14-09-2017ES 2 640 567 T3

 



41 

 

E12785073
14-09-2017ES 2 640 567 T3

 



42 

 

E12785073
14-09-2017ES 2 640 567 T3

 



43 

 
 

E12785073
14-09-2017ES 2 640 567 T3

 


	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

