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DESCRIPCION
Anticuerpos especificos de la alfa-enolasa y método de uso en enfermedades inmunitarias
Antecedentes de la invencion
Referencia a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reclama el beneficio sobre la solicitud provisional de Estados Unidos n.° 61/919.391, presentada el 20
de diciembre de 2013.

Campo de la invencion

La presente invencioén se refiere a tratamientos de esclerosis multiple, artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis
ulcerosa, lupus eritematoso y trastornos inmunitarios relacionados, incluyendo enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC), asma, alergia, psoriasis, diabetes mellitus de tipo 1 y osteoporosis, por medio de anticuerpos
especificos frente a la alfa-enolasa.

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad inflamatoria del sistema nervioso central. En la esclerosis multiple se
destruyen las vainas de mielina, es decir, las fibras nerviosas se desmielinizan por accion de los autoanticuerpos. Los
sintomas de la esclerosis muiltiple son relativamente inespecificos y, por ejemplo, son recurrencia y remision de fatiga,
entumecimiento, problemas con la marcha y de coordinacion, disfuncion intestinal/vejiga urinaria, disfuncién cognitiva
y dolores. Hasta ahora, las causas y la fisiopatologia son poco conocidas y puede deberse a un trasfondo gen
deficiencia de vitamina D y geografia. La prevalencia de la EM es variable geograficamente. Europa occidental y
Norteamérica tienen las tasas epidémicas mas altas del mundo, con 100 pacientes de EM con sintomas por cada
100.000 en EE.UU. y 118/100.000 en Inglaterra. La prevalencia en Japén y Taiwan es 8,57/100.00 y 1,9/100.000,
respectivamente (Amino, MJ. et al. 2009) New York: McGraw Hill Medical., pp. 848-911; Tsai, C-P. et al. (2004),
Chinese Med. Assoc., 67: 500-505). El trasfondo genético también esta implicado en la patogenia de la EM. Si un
miembro de la familia se ve afectado por EM, el riesgo de que sus familiares la desarrollen es proporcional ala similitud
genética entre ellos y la persona afectada. Entre los factores ambientales, se confirma que la vitamina D y la infeccion
por el virus de Epstein-Barr son factores que se vinculan con la EM. Recientemente, se ha propuesto que los virus del
herpes tipo V y VI estan involucrados en la EM en Taiwan. Al principio de la comprension de la patologia de la EM, se
penso6 que los linfocitos T CD4+ especificos de la mielina migran de la sangre al cerebro, se unen a los péptidos
antigénicos presentados por las células presentadoras de antigenos (incluida la microglia en el cerebro), se expanden
clonalmente, atacan y dafan a los oligodendrocitos y destruyen la mielina. Una hipétesis reciente sugiere que las
células T CD4+ de mielina solo participan en la fase temprana de la EM. Los monocitos circulantes, inducidos por
MCP-1 en el SNC, son responsables de la fase media y tardia de la progresion de la enfermedad. Los ratones
deficientes en el receptor de quimiocina CCR2, cuyo ligando es MCP-1, son resistentes a la encefalomielitis
autoinmune experimental (EAE). Cuando a ratones defectivos para CCRC2 se transfunden diferentes cantidades de
monocitos de ratones CCRC2+ a los que se ha inducido EAE, las puntuaciones clinicas de los ratones receptores son
proporcionales a las cantidades de monocitos transfundidos de los ratones con EAE donantes. Este resultado sugiere
que los monocitos son muy importantes para la progresion de la enfermedad EAE.

Hasta ahora, no se ha encontrado una terapia satisfactoria para la esclerosis multiple. Hay 8 medicamentos aprobados
por la FDA para tratar pacientes con EM. Rebif, Avonex, betaferon y Extavia son diferentes tipos de B-interferones,
que son inmunomoduladores. Copaxon es un analogo de la mielina que funciona como receptor sefiuelo para el
antigeno Th1 CD4+. Gilenya es un modulador del receptor de espingosina 1-fosfato (S1P-1) con una estructura
estrechamente relacionada con la esfingosina. Gilenya actia como antagonista funcional en el SIP linfocitico y los
efectos inmunomoduladores de Gilenya se deben, probablemente, a la inhibicién de la salida de los linfocitos T
especificos de antigeno de los ganglios linfaticos drenantes. Tysabri es un anticuerpo monoclonal contra la integrina
del receptor de la matriz extracelular (a431), que es importante para la migracion de los leucocitos. Laquinimod es un
inhibidor de la via inflamatoria mediado por NFkB; las células efectivas incluyen linfocitos T, linfocitos B y células
dendriticas. Tecfidera (fumarato de dimetilo BG12) es un inhibidor de la via de transcripcion de Nrf2 y evita que las
células inmunitarias secreten citocinas y células epiteliales de CD 62E en expresion. La mitoxantrona es un analogo
del antracenion, que es toxico para las células inmunes activadas. Aunque algunos de ellos son eficaces, estos
medicamentos solo conducen a una disminucion de la frecuencia y la intensidad de las fases agudas de la enfermedad.
Siempre tienen algunos efectos secundarios, por ejemplo, infecciones por farmacos relacionados con B-interferones y
leucoencefalopatia multifocal progresiva para Tysabri.

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria crénica que afecta a las articulaciones de los pacientes.
Los sintomas de la AR incluyen dolores, inflamaciones, rigidez y deformaciones en las articulaciones. Los pacientes
siempre sienten fiebre y fatiga. La etiologia de la AR no se entiende completamente. La enfermedad comienza a partir
de autoanticuerpos contra los tejidos conectivos de los pacientes, seguido de la infiltracion de leucocitos, incluidos
monocitos, macrofagos y neutrofilos. Luego, los linfocitos erosionan e invaden los huesos y tejidos blandos de las
articulaciones. Los farmacos terapéuticos tradicionales de la AR se conocen como antirreumaticos, incluidos, por
ejemplo, metotrexato y lefunomida. A veces se utilizan esteroides. Recientemente, pueden administrarse productos
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bioldgicos mas efectivos, tales como Remicade™ y Humira™, que son anticuerpos contra TNF-alfa, o Enbrel, que es
un receptor sefiuelo de TNF-alfa, o Anakinra™, que es un antagonista del receptor de IL-1. A pesar de que estos
medicamentos son efectivos, se pueden observar efectos secundarios, por ejemplo, infecciones y fiebres. Aun asi, en
muchos casos, no es posible tratar satisfactoriamente la enfermedad y evitar dafios en las articulaciones, lo que incluso
puede dar como resultado inmovilizacion.

En ambas enfermedades (EM y AR), los datos en las publicaciones sostienen que los monocitos y macréfagos
inflamatorios de la sangre estan involucrados en la progresion de ambas enfermedades inmunitarias.

La alfa-enolasa (enolasa-1 o ENO1) es una proteina funcional multiple, que se descubrié por primera vez como enzima
clave en la ruta de la glucdlisis. En condiciones normales, la ENO1 se expresa en el citosol. Sin embargo, datos
recientes en las publicaciones respaldan la idea de que la ENO1 puede expresarse en las superficies celulares como
un receptor de plasminégeno en muchas células cancerosas y en células hematopoyéticas activadas, tales como
neutrdfilos, linfocitos y monocitos. Se sabe que la regulacion por aumento de las proteinas receptoras del
plasmindgeno induce las respuestas en cascada de la UPAS (sefial de activacion de la uroquinasa plasminégeno) y
da como resultado la degradacion de la matriz extracelular. Como consecuencia, da como resultado un aumento de
la metastasis de las células cancerosas y la infiltracion de las células inmunitarias. Los estimulos inflamatorios, por
ejemplo, LPS, regulan por aumento la expresion en la superficie celular de ENO1 en monocitos de sangre humana y
células monociticas U937 mediante modificacion postraduccional y translocacion a la superficie celular.

Se cree que la translocacion de ENO1 esta regulada por la via de transduccion de sefales de la MAP quinasa. Esto
implica que los aumentos en la expresion de ENO1 en la superficie celular pueden desempefar un papel importante
en las enfermedades inflamatorias. Se han descubierto autoanticuerpos contra ENO1 en enfermedades
autoinmunitarias e inflamatorias variables, incluyendo lupus eritematoso, esclerosis sistémica, enfermedad de Behcet,
colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn. Los estudios de Saulot et al. (Arthritis Aheum., 46: 1196-1201 (2002)) y Wkui
et al. (Clin. Exp. Immunol., 118: 445-450 (1999)) sugieren que entre el 25-66 % de los pacientes con AR tienen niveles
séricos de anticuerpos contra ENO1 regulados por aumento. El estudio de Bae (J. Immunology, 189: 365-372 (2013))
indica que cuando las PBMC de los pacientes con AR se tratan con un anticuerpo contra ENO1 para estimular la
actividad del receptor de plasminégeno ENO1, los monocitos y macréfagos de las PBMC producen una mayor cantidad
de mediadores proinflamatorios, tales como TNFa, IL1-a /B, IFN-y y PGE2 a través de la ruta de p38 MAPK y NF-kB.
Este estudio sugiere que la ENO1, a través de su actividad del receptor de plasminégeno, desempefia un papel clave
en la progresion de la enfermedad de los pacientes con AR al aumentar las actividades de invasion de monocitos y
macrofagos.

En resumen, los monocitos con su expresion de ENO1 regulada por aumento en las superficies celulares como
receptores de plasmindgeno para aumentar las actividades de invasion son muy importantes para la progresion de la
enfermedad de la EM, la AR y los trastornos inmunitarios relacionados. Por lo tanto, apuntar a ENO1 en la superficie
celular de los monocitos tiene un buen potencial para tratar enfermedades inflamatorias, tales como EM, AR,
enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa y lupus eritematoso sistémico, o trastornos inmunitarios relacionados, tales
como enfermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC), asma, alergia, psoriasis, diabetes mellitus de tipo 1,
arteroesclerosis y osteoporosis.

Sumario de la invenciéon

Las realizaciones de la presente invencion se refieren a nuevos tratamientos para una enfermedad inflamatoria o un
trastorno inmunitario, tal como esclerosis multiple, artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, lupus
eritematoso sistémico o trastornos inmunitarios relativos, tales como enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC), asma, alergia, psoriasis, diabetes mellitus de tipo 1, arteroesclerosis y osteoporosis.

De acuerdo con cualquier realizacion de la divulgacion, un método para tratar una enfermedad inflamatoria o un
trastorno inmunitario puede comprender administrar a un sujeto que lo necesite un antagonista contra ENO1, en el
que el antagonista se une a ENO1 e inhibe la actividad del receptor de plasminégeno de ENO1. De acuerdo con
cualquier realizacion de la invencion, el antagonista es un anticuerpo anti-ENO1, o un fragmento scFv, Fab o F(ab);
del mismo como se define en las reivindicaciones. Ademas, de acuerdo con cualquier realizacion de la divulgacion, el
método puede comprender ademas administrar un inmunomodulador al sujeto. Un ejemplo de un inmunomodulador
es fumarato de dimetilo.

De acuerdo con cualquier realizacion de la invencién, una composicién farmacéutica para su uso en el tratamiento de
una enfermedad inflamatoria o un trastorno inmunitario puede realizarse con un medicamento que contiene un
anticuerpo como se define en la reivindicacion 1, que puede unirse especificamente al receptor de plasminégeno
ENO1 para el tratamiento de esclerosis multiple, artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, lupus
eritematoso sistémico o trastornos inmunitarios relativos en un sujeto, y el uso de dicho anticuerpo para la fabricacion
de un medicamento para el tratamiento de esclerosis multiple, artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis
ulcerosa, lupus eritematoso sistémico o trastornos inmunitarios relativos en un sujeto, respectivamente.

De acuerdo con cualquier realizacion de la invencién, un anticuerpo, o un fragmento scFv, Fab o F(ab), del mismo, se
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une a un epitopo en la ENO1 humana e inhibe la actividad del receptor de plasmindgeno ENO1, en el que el epitopo
estd localizado en una regiébn que consiste en la secuencia de 2°FDQDDWGAWQKFTASAGIQVVG
DDLTVTNPKRIAKAVNEKS33® (SEC ID NO:39) de la ENO1 humana. De acuerdo con cualquier realizacion de la
invencion, el anticuerpo, o el fragmento scFv, Fab o F(ab), del mismo, se une a un epitopo en la ENO1 humana e
inhibe la actividad del receptor de plasmindgeno ENO1, en el que el epitopo se ubica en una regiéon que consiste de
la secuencia de 2°FDQDDWGA WQKFTA3® (SEQ ID NO:40) o 32°KRIAKAVNEKS3%* (SEQ ID NO:41) de la ENO1
humana.

Como se ha indicado anteriormente, el estudio de Bae (J. Immunology, 189: 365-372 (2013)) indica que cuando las
PBMC de los pacientes con AR se tratan con un anticuerpo contra ENO1 se estimula la actividad del receptor de
plasminégeno ENO1 y los monocitos y macréfagos de las PBMC producirian una mayor cantidad de mediadores
proinflamatorios, tales como TNFaq, IL1-a / 3, IFN-y y PGE2 a través de la ruta de p38 MAPK y NF-kB. En contraste
con esta observacion, los inventores de la presente invencion descubrieron, sorprendentemente, que la administracion
de anticuerpos dirigidos contra ENO1 puede efectuar una mejora clinica de la artritis reumatoide. Es decir, se descubrid
que administrando anticuerpos dirigidos contra la actividad de ENO1 en lugar de la activacion con el epitopo del
anticuerpo que es diferente del elegido por Bae et al., se puede lograr una mejoria clinica en una enfermedad
inflamatoria o trastorno inmunitario (tal como artritis reumatoide). Asimismo, se descubrié que se puede efectuar una
mejoria clinica de la esclerosis multiple. Estas observaciones sugieren que no todos los anticuerpos contra la ENO1
tienen un efecto terapéutico en las enfermedades inmunitarias y este efecto es dependiente del epitopo.

Ademas, se descubrid, sorprendentemente, que un tratamiento no solo es posible durante el inicio de la enfermedad
en un modelo animal, sino también cuando ya estan presentes los sintomas clinicos explicitos de la enfermedad. Esto
permite una intervencion terapéutica relativamente tardia, entre otras, como se requiere en la practica clinica humana.

El receptor de plasmindgeno ENO1 humano es conocido por un experto en la materia (véase, GenBank: AAH50642.1
en el sitio web del Instituto Nacional de Salud). Este receptor es un receptor de plasmindgeno y existe en dos variantes
diferentes de corte y empalme en seres humanos, ENO1 y proteina de unién a Myc. ENO1 también se conoce como
ENO1 humana, alfa-enolasa o gen de ENO-1.

Los ortdlogos correspondientes de ENO1 de varias otras especies también son conocidos y un experto en la técnica
puede determinarlos faciimente, por ejemplo, por medio de busquedas de secuencia a partir de la ENO1 humana. De
acuerdo con las realizaciones de la invencion, el término "ENO1" se refiere a proteinas ENO1 tanto humanas como
animales (por ejemplo, de mascotas y ganado).

De acuerdo con la presente invencion, el término "anticuerpo” debe entenderse en un sentido amplio y, entre otros,
comprende anticuerpos policlonales, monoclonales y producidos de forma recombinante, incluyendo anticuerpos
biespecificos asi como fragmentos de los mismos, tales como Fv, Fab y Fragmentos F(ab)., en los que el Fv puede
ser monocatenario (cadena sencilla). preferentemente, el anticuerpo es uno de los isotipos de IgG. Preferentemente,
el anticuerpo es tal que no es, o solo en un grado bajo, rechazado por el sistema inmunitario del sujeto. Esto se puede
lograr, por ejemplo, convirtiendo regiones de anticuerpos (por ejemplo, las regiones Fc) que no son necesarias para
reconocer el antigeno (por ejemplo, la proteina ENO1, que es un receptor de plasmindgeno) en secuencias derivadas
de secuencias de anticuerpos de la especie del sujeto. Por ejemplo, los denominados anticuerpos humanizados son
conocidos por los expertos en la técnica y son particularmente adecuados para aplicaciones en seres humanos. Los
anticuerpos que, de otro modo, se modifican, por ejemplo, anticuerpos biespecificos (véase, por ejemplo, Kontermann,
R.E. (editor) (2011), los anticuerpos biespecificos, Springer Heidelberg Dordrecht London New York), los diacuerpos,
asi como los denominados aglutinantes o aptameros, que pueden fabricarse, por ejemplo, por medio de un esqueleto
peptidico o un esqueleto de acido nucleico, por ejemplo, ARNa, también se pretende abarcarlos en el término
"anticuerpo” en el contexto de la presente invencion. Preferentemente, los anticuerpos en el contexto de la presente
invencioén tienen un peso molecular de menos de 600 kDa, mas preferentemente de menos de 300 kDa, aun mas
preferentemente de menos de 200 kDa y lo mas preferentemente de aproximadamente 150 kDa. El anticuerpo, como
se usa en el presente documento, también puede incluir un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humano, un anticuerpo
madurado por afinidad, que es un anticuerpo que ha sido sometido a mutacion para optimizar la unién (afinidad). El
anticuerpo también puede conjugarse con un farmaco para formar un conjugado anticuerpo-farmaco (ADC). Los
métodos para formar conjugados de anticuerpo y farmaco son bien conocidos en la técnica, por ejemplo, que
involucran la oxidacién de carbohidratos en el anticuerpo con peryodato de sodio para generar aldehidos, que luego
reaccionan con un grupo funcional amino en un farmaco o un enlazador unido a un farmaco.

Los métodos para la produccion de anticuerpos policlonales, monoclonales y recombinantes adecuados, incluida la
produccion de aglutinantes y aptameros, son conocidos por los expertos en la técnica (véase, por ejemplo, Jorg
Knablein (editor), Modern Biopharmaceuticals, vol. 2, p. 635); véanse también los Ejemplos descritos mas adelante.
Por ejemplo, la inmunizacién se puede llevar a cabo mediante inyeccion de la proteina ENO1. La identificacion de
anticuerpos adecuados también es posible mediante la deteccion selectiva del sobrenadante de hibridoma con las
moléculas correspondientes (antigenos). Después de la identificacion, los anticuerpos pueden producirse mediante
métodos que son conocidos por un experto en la materia.

De acuerdo con realizaciones de la presente invencion, un anticuerpo anti-ENO1 puede ser mAb EN10 o mAb 7E5, o
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un fragmento scFv, Fab o F(ab), de los mismos. Los anticuerpos anti ENO1 mAb EN10 y mAb 7E5 pueden unirse al
receptor de plasminogeno ENO1. Preferentemente, el anticuerpo se une con una constante de disociacion Kg de 107
M o inferior, mas preferentemente de 10 M o inferior, incluso mas preferentemente de 10° M o inferior, lo mas
preferentemente de 107'° M o inferior. Preferentemente, la union es especifica. La unién especifica en el contexto de
la presente invencion significa que, en condiciones fisioldgicas, (es decir, en una solucion salina fisiolégica, en cultivo
celular o in vivo, preferentemente en la sangre o el tejido del sujeto correspondiente), el anticuerpo se une a ENO1
con al menos 10 veces mejor afinidad, preferentemente 20 veces mejor afinidad, mas preferentemente 50 veces mejor
afinidad, lo mas preferentemente 100 veces mejor afinidad por ENO1, en comparacion con las de otras proteinas, en
particular, en comparacion con proteinas similares (por ejemplo, en comparacion con Anexina 2, Histona 2B, CK8 u
otros receptores de plasmindgeno). Sin embargo, la unién a otras proteinas puede ser tolerada siempre que no
interfiera en los efectos terapéuticos del anticuerpo. Sin embargo, es posible la reactividad cruzada con receptores de
plasminégeno ENO1 ortélogos de otras especies € incluso puede ser ventajosa para permitir aplicaciones del
anticuerpo en varias especies. Dicha reactividad cruzada no es infrecuente y un experto en la técnica sabe como
determinar la reactividad cruzada. Mas detalles sobre este asunto también se pueden encontrar en los ejemplos.

Preferentemente, un anticuerpo para usar de acuerdo con realizaciones de la invencién puede inhibir la actividad del
receptor de plasmindgeno ENO1. Se puede determinar faciimente si un anticuerpo inhibe la actividad del receptor de
plasminégeno ENO1. Por ejemplo, tal anticuerpo puede disminuir la actividad de la plasmina proteinasa que resulta
de la expresion del receptor de plasminégeno ENO1 inducida por LPS en células que reaccionan por medio de ENO1,
tales como células U937. Un ejemplo de ensayo se describe en los ejemplos a continuacion.

Ademas, la inhibicion de la actividad del receptor de plasmindgeno ENO1 se puede determinar por el hecho de que la
inhibicién de la actividad de invasion inducida por LPS y MCP-1 se produce en las células, por ejemplo, U937. Un
ensayo de ejemplo se describe en los ejemplos siguientes.

Los ejemplos de anticuerpos que son adecuados o pueden parecerse a los puntos de partida de los anticuerpos
modificados incluyen el anticuerpo monoclonal mAb EN10 y mAb 7ES5. La produccion del anticuerpo mAb EN10 y mAb
7ES5, asi como sus caracteristicas, se describe en los siguientes ejemplos.

Un medicamento de acuerdo con las realizaciones de la invencion puede contener anticuerpos mAb EN10 y mAb 7ES5.
Ademas, el medicamento puede contener cualquier tipo de adyuvante, que un experto en la técnica considere
aceptable. Tales adyuvantes pueden ser, por ejemplo, sustancias portadoras, como almiddn, lactosa, grasas, acido
estearico, alcohol, soluciones salinas fisiologicas u otros aditivos. En particular, son deseables los adyuvantes que
estabilizan los anticuerpos y preservan sus actividades. El medicamento de acuerdo con realizaciones de la invencion
también puede contener anticuerpos que tienen otras moléculas terapéuticas conjugadas en los anticuerpos (es decir,
conjugados de anticuerpo-farmaco, CAF), los métodos para hacer CAF son bien conocidos en la técnica.

La administracion del medicamento puede llevarse a cabo con cualquier método conocido que pueda administrar el
anticuerpo mAb EN10 y 7E5 contenidos en el medicamento a las células diana, por ejemplo, en particular, monocitos,
in vitro o in vivo. Por ejemplo, el medicamento se puede administrar mediante inyeccion, por ejemplo, por via
intravenosa (i.v.), por via subcutanea (s.c.), o por via intraperitoneal (i.p.) en forma de soluciones, suspensiones o
infusiones. Sin embargo, también son posibles otros modos de administracion, tales como en forma microencapsulada
o en forma de implantes. Preferentemente, la administracion del medicamento se lleva a cabo de manera tal que el
anticuerpo pueda entrar en la circulacion o en el area objetivo respectiva. También es posible administrar directamente
en el area objetivo, por ejemplo, para la esclerosis multiple directamente en el sistema nervioso central (por ejemplo,
el liquido cefalorraquideo), para la artritis reumatoide directamente en las articulaciones afectadas, para la enfermedad
intestinal inflamatoria directamente en los intestinos, para el LES directamente en los rifiones, o para otras
enfermedades inflamatorias directamente en los érganos relativos.

Un experto en la técnica conoce la esclerosis multiple (EM) y la artritis reumatoide (AR) y ya se han descrito en la
introduccion. El término tratamiento también es conocido para un experto en la técnica. En el contexto de la presente
invencion, un tratamiento se refiere a cualquier tipo de intervenciéon que de como resultado una mejoria clinica de una
enfermedad o trastorno, tal como esclerosis multiple, artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa o lupus
eritematoso sistémico o un trastorno inmunitario en un sujeto. Una mejoria clinica, por ejemplo, en la esclerosis
multiple, puede determinarse midiendo la disminucion del déficit neurolégico, por ejemplo, la paralisis. En la artritis
reumatoide, una mejoria clinica se puede determinar, por ejemplo, mediante una reduccion de los sintomas, como la
hinchazon, la inflamacién o el dolor. Preferentemente, una mejora se manifiesta en el alivio de los sintomas clinicos
que, por ejemplo, corresponden a una mejora de la puntuacion de EAE, de acuerdo con el ejemplo, de al menos 0,25
unidades, preferentemente 0,5 unidades, mas preferentemente al menos 0,75 unidades, mas preferentemente al
menos 1,0 unidades, o mas preferentemente al menos 1,3 unidades. Preferentemente, la mejora se manifiesta en el
alivio de los sintomas clinicos que, por ejemplo, corresponde a una mejora de la puntuacion de artritis, segun el
ejemplo, de al menos 0,25 unidades, preferentemente al menos 0,5 unidades, mas preferentemente al menos 1,0
unidades, mas preferentemente al menos 2.0 unidades, o mas preferentemente al menos 3.0 unidades.

Para una estimacion de la mejoria clinica en el hombre, también se conocen muchos parametros, por ejemplo, la
puntuacion clinica para la esclerosis multiple (Avnir, Y. et al., (2011) PLoS ONE.6:1-13). Ademas, el tratamiento puede
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referirse, en particular, a esclerosis multiple y / o artritis reumatoide refractaria a la terapia, es decir, a una forma de la
enfermedad respectiva, en la que no se podria lograr una mejoria clinica con los agentes conocidos hasta ahora. En
un numero considerable de sujetos, el curso de una enfermedad es tal que la mejoria clinica ya no es posible con
agentes conocidos. Ademas, el tratamiento puede referirse a un sujeto con la enfermedad respectiva, en la que se
producen efectos secundarios no deseados en un grado no aceptable con los métodos de tratamiento existentes hasta
ahora. El tratamiento también puede referirse a la enfermedad respectiva en un estadio avanzado.

Un sujeto de acuerdo con realizaciones de la presente invencion puede ser un vertebrado, preferentemente un
mamifero. Un mamifero puede ser, por ejemplo, un roedor (por ejemplo, un ratén, una rata o un conejo), un cerdo, un
perro, un gato o un primate. Preferentemente, el mamifero es un primate (por ejemplo, un macaco o un titi comun o
un ser humano). Particularmente preferente, el sujeto es un ser humano.

Generalmente, se determina una dosis efectiva para la administracion del medicamento. La expresiéon "una dosis
efectiva" y la determinacion de la dosis efectiva son conocidos por los expertos en la técnica. Ademas, un experto en
la técnica puede consultar la informacion proporcionada en el presente documento para determinar una dosis efectiva.
Se entiende que una dosis es efectiva cuando conduce a una mejoria clinica en la enfermedad que se esta tratando.
En particular, en el contexto de la presente invencion, se entiende que una dosis del medicamento que alivia los
sintomas de esclerosis multiple, artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, lupus eritematoso sistémico
o un trastorno inmunitario en un sujeto, es una dosis efectiva. Una dosis efectiva es, por ejemplo, una dosis que se
elige de modo que se inhiba al menos el 20 %, preferentemente al menos el 30 %, mas preferentemente al menos el
40 %, lo mas preferentemente al menos el 50 % de las actividades de invasion de los monocitos que expresan ENO1
en sangre periférica.

Preferentemente, se elige una dosis efectiva del medicamento de manera que se asemeje a la dosis mas baja que
proporcione un tratamiento satisfactorio de la esclerosis muiltiple, la artritis reumatoide, la enfermedad de Crohn, la
colitis ulcerosa, el lupus eritematoso sistémico o un trastorno inmunitario. Una dosis efectiva particularmente adecuada
se puede determinar al continuar aumentando las dosis en una serie de pruebas hasta que se alcance la relacién
deseada entre el efecto y los efectos secundarios no deseados. En el contexto de la presente invencion, este sera,
por ejemplo, el caso cuando la enfermedad que se esta tratando ya no se mejore clinicamente ain mas con un
aumento adicional de la dosis (segun sea el caso, incluso se agrave) y / o cuando los efectos secundarios no deseados
en relacion con el efecto terapéutico ya no son aceptables.

Ademas, la presente invencion se refiere a un medicamento que contiene un anticuerpo capaz de inhibir la actividad
de invasién de monocitos en esclerosis multiple, artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, lupus
eritematoso sistémico o un trastorno inmunitario en un sujeto y el uso de dicho anticuerpo para el fabricaciéon de un
medicamento para el tratamiento de esclerosis multiple, artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa,
lupus eritematoso sistémico o un trastorno inmunitario en un sujeto.

Todas las realizaciones y variantes preferidas de la invencion y las definiciones ilustradas en esta descripcion también
se relacionan evidentemente con todos los medicamentos y usos mencionados anteriormente de una manera
correspondiente.

En el contexto de la presente invencion, se descubrié que la administraciéon de un anticuerpo que es capaz de inhibir
el receptor de plasmindgeno ENO1 puede afectar A la actividad de invasion de los monocitos que expresan ENO1.

Los presentes inventores suponen que el tratamiento de la esclerosis multiple, la artritis reumatoide, la enfermedad de
Crohn, la colitis ulcerosa, el lupus eritematoso sistémico o un trastorno inmunitario se produce preferentemente a
través de un compromiso de la actividad del receptor de plasminégeno de los monocitos inflamatorios que expresan
ENO1.

En el contexto de la presente invencion, se entiende que la inhibicion de la actividad del receptor de plasmindgeno de
los monocitos inflamatorios que expresan ENO1 da como resultado el compromiso de la actividad de invasioén de los
monocitos correspondientes.

El mecanismo de inhibicion de la actividad del receptor de plasminégeno puede verse afectado por el disefio del
anticuerpo. Preferentemente, la inhibicion se efectiia por un mecanismo que compromete la actividad de UPAS (sefial
de activacion del plasmindgeno de uroquinasa). La inhibicion basada en UPAS puede, por ejemplo, estar mediada a
través de la proteina ENO1. El anticuerpo frente a ENO1 hace posible retener la migracion de monocitos a los tejidos
inflamatorios.

La inhibicién de la actividad de invasion con la ayuda de un anticuerpo de la invencion se puede lograr en varias
especies. Por ejemplo, las poblaciones de monocitos de ratdon y hombre son similares. En ratones, se ha demostrado
una dicotomia de los monocitos sanguineos en monocitos inflamatorios (CD11b+ CCR2+ GR1+ CD62L+ CX3CR
bajos) y no inflamatorios (CD11b+ CCR2- GR"CD62L-CX3CRilalto) (Geissmann F. et al. (2003), Immunity, 19: 71-82).
En seres humanos, estas dos poblaciones de monocitos se conocen desde hace mas tiempo y se determinan,
predominantemente, a través de los niveles de expresion de los marcadores de superficie CD14 y CD16 (Ziegler-
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Heitbrock H.W. et al. (2000), J. Leukoc. Biol., 67: 603-6).

Las realizaciones de la presente divulgacion se refieren a métodos para la inhibicion de la invasion de monocitos que
comprenden: poner en contacto los monocitos con un anticuerpo que puede unirse especificamente al receptor de
plasmindgeno ENO1. Preferentemente, el contacto se lleva a cabo in vivo o in vitro. El término "in vitro" se entiende
en su forma mas amplia posible en este contexto. Se refiere a cualquier evento que tenga lugar fuera de un cuerpo
vivo, tales como métodos en cultivo celular, cultivo de tejidos o cultivo de érganos. El término "in vitro" se entiende
particularmente que comprende también un método que se refiere al tratamiento de la sangre fuera del cuerpo del
sujeto.

La presente divulgacion se refiere ademas a métodos para los tratamientos de la esclerosis multiple, la artritis
reumatoide, la enfermedad de Crohn, la colitis ulcerosa o el lupus eritematoso sistémico o un trastorno inmunitario en
un sujeto. El método comprende la etapa de administrar un anticuerpo que puede unirse especificamente al receptor
de plasmindgeno ENO1.

La presente divulgacion se refiere ademas a métodos para la inhibicién de la actividad de invasion de monocitos
especificos en un sujeto. El método comprende la etapa de administrar un anticuerpo que puede unirse
especificamente al receptor de plasmindgeno ENO1.

Todas las implementaciones y variantes preferidas de la invencion y las definiciones que ya se han presentado
anteriormente evidentemente también se refieren a los métodos mencionados anteriormente de la manera
correspondiente.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra los resultados de ELISA de la union de ENO1 por un mAb anti ENO1 de raton aislado de
ascitis del hibridoma. La purificacion con sulfato de amonio, la purificacion en columna de proteina A y la
purificacion con SDS-PAGE se realizaron como se describe en el Ejemplo 1. Estos datos muestran la Ky del
anticuerpo anti-ENO1 humana mAb EN10.

Las FIG. 2A, 2B y 2C muestran los resultados de la expresion de ENO1 en la superficie de las células CD11b+
cuando las PBMC humanas normales se tratan con LPS. La induccién de la expresién de ENO1 por LPS en PBMC
humanas normales se realizé como se describe en el Ejemplo 2. La Figura 1A muestra que el LPS indujo la
expresion de ENO1 en la superficie celular, como lo demuestra el aumento y el desplazamiento a la derecha de la
poblacién de células fluorescentes en la exploracion FACS. Los datos en la figura 2B y la figura 2C muestran que
ENO1 esta regulado por incremento en células CD11b3™ (FIG. 2B) y Mac32" (FIG. 2C) de PBMC inflamatorias.

La Figura 3 muestra los resultados de los efectos sobre la actividad fibrinolitica de U937 inducida por LPS por el
mAb EN10 (anticuerpo anti-ENOQI) aislado de ascitis de hibridoma. La induccion de la expresion de ENO1 por LPS
en la linea celular monocitica U937 humana y el ensayo de la actividad de la plasmina se realizaron como se
describe en el Ejemplo 3. Estos datos muestran que el mAb EN10 puede inhibir la funcién del receptor de
plasmindgeno ENO1 en monocitos.

La Figura 4 muestra los resultados de las actividades de invasion de la linea celular monocitica U937 humana
tratada con diferentes concentraciones de mAb EN10 cuando la expresiéon de células ENO1 en la superficie es
inducida por LPS. Los procedimientos detallados se realizaron como se describe en el Ejemplo 4. Estos datos
muestran que el mAb EN10 inhibe la actividad de invasién de las células U937 de una manera dependiente de la
dosis.

La Figura 5 muestra que el mAb EN10 reconoce la ENO1 en la superficie celular en los monocitos U937 humanos
tratados con LPS. Los procedimientos detallados se realizaron como se describe en el Ejemplo 5.

La Figura 6A muestra las actividades de union del mAb EN10 de los mutantes de delecion de ENO1. El epitopo de
union del mAb EN10 se localiza entre los residuos amino numero 297 y 434 de la proteina ENO1 humana debido
a que la eliminacién de este fragmento esencialmente elimina la unién del anticuerpo. La eliminacién de gran parte
de ENO1 para determinar la region de unién del mAb EN10 se realizé como se describe en el Ejemplo 6.

La Figura 6B muestra la SDS PAGE al 12 % de 6 proteinas mutantes por delecion en C-terminal de ENO1
purificadas a partir de E. coli. Los procedimientos detallados para la purificacion de mutantes de eliminacién ENO1
se describen en el Ejemplo 6.

La Figura 6C muestra las actividades de unién de mAb EN10 de 6 mutantes de eliminacion C-terminal de ENO1.
El epitopo de union de mAb EN10 se localiza entre los residuos amino nimero 296 y 336 de la proteina ENO1
humana. La eliminacién de gran parte de ENO1 para determinar la region de union del mAb EN10 se realizé6 como
se describe en el Ejemplo 6.
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La Figura 7A representa la estructura cristalina y los restos de aminoacidos de exposicion superficial entre los
numeros de aminoacidos 296 y 336 de ENO1 humana. La prediccion de la estructura se describié en el Ejemplo
7.

La Figura 7B muestra la SDS PAGE al 12 % de 11 proteinas mutantes de barrido de alanina de ENO1 purificadas
en E. coli. Los procedimientos detallados para la purificacion de proteinas de mutaciéon de ENO1 se describen en
el Ejemplo 7.

La Figura 7C muestra el ELISA de uniéon a ENO1 y los valores de Kd de 11 mutantes de barrido de alanina contra
el mAb EN10. El resultado sugiere que las secuencias del péptido 1 de ENO1, FDQDDW GAW QKF TA (SEQ
ID NO: 40) y el péptido 2, KRIAKAV N EK S (SEQ ID NO: 41), ubicados entre los restos amino 296 y 336 de
ENO1 humana, estan implicados en la unién del mAb EN10. El barrido de alanina se realizé como se describe en
el Ejemplo 7.

La Figura 7D muestra las secuencias del péptido 1 de ENO1 (FDQDDW GAW QK F TA) (SEQ ID NO: 40)) y
el péptido 2 (KRITAKAVNEKS (SEQ ID NO:41)) entre los restos amino nimeros 296 y 336 de ENO1 humana
(SEQ ID NO: 39), que participan en la union de ENO1 humana y mAb EN10.

Las Figuras 8A y 8B muestran los resultados de la inhibicion de la infiliracion de leucocitos en un modelo de
inflamacién no infecciosa de ratén mediante la administracién del mAb EN10 en ratones. Los procedimientos
detallados se realizaron como se describe en el Ejemplo 8. La Figura 8A muestra el efecto del mAb EN10 en los
recuentos totales de células del peritoneo y la Figura 8B no muestra ningun efecto sobre los recuentos de
neutrofilos después de la administracion del mAb EN10.

La Figura 9 muestra que la administracion del mAb EN10 mejora el curso de la encefalomielitis autoinmune
experimental (EAE) en un modelo profilactico animal de esclerosis mdltiple. Los procedimientos detallados se
realizaron como se describe en el ejemplo 9.

La Figura 10A muestra que la administracion del mAb EN10 mejora los sintomas de la esclerosis multiple de EAE
en un modelo terapéutico animal. Los procedimientos detallados se realizaron como se describe en el Ejemplo 10.

La Figura 10B muestra que la administracion del mAb EN10 disminuye las puntuaciones histopatologicas del SNC
de EAE en un modelo terapéutico animal. Los procedimientos detallados se realizaron como se describe en el
Ejemplo 10.

La Figura 10C muestra que la administracion del mAb EN10 mejora las puntuaciones de desmielinizacion del SNC
de EAE en un modelo terapéutico animal.
Los procedimientos detallados se realizaron como se describe en el Ejemplo 10.

La Figura 10D muestra que la administracion del mAb EN10 alivia la inflamacion del SNC de EAE en un modelo
terapéutico animal. Los procedimientos detallados se realizaron como se describe en el ejemplo 10.

La Figura 11A muestra que la administracion del mAb EN10 alivia los sintomas de la artritis en el modelo de
roedores de artritis inducida por anticuerpos de colageno. Los procedimientos detallados se realizaron como se
describe en el Ejemplo 11.

La Figura 11B muestra que el tratamiento del mAb EN10 regula por disminucion la IL1-b sinovial en el modelo de
roedores de artritis inducida por anticuerpos de colageno. Los procedimientos detallados se realizaron como se
describe en el Ejemplo 11.

La Figura 11C muestra que el tratamiento del mAb EN10 regula por disminucién la MMP9 sinovial en el modelo de
roedores con artritis inducida por anticuerpos de colageno. Los procedimientos detallados se realizaron como se
describe en el Ejemplo 11.

Las Figuras 12A y 12B muestra la generacion de hibridomas de anticuerpo frente a ENO1 de rata anti-ratén y la
verificacion de cada uno de los clones de anticuerpos monoclonales mediante el ELISA de union y el ELISA de
competicion. La lectura de la DO de los ensayos ELISA se muestra al lado de cada clon. Los procedimientos para
la generacion de hibridomas y la produccion de cada anticuerpo y la verificacion del anticuerpo mediante el ELISA
de union y el ELISA de competicion se describieron en el Ejemplo 12. Los datos muestran que 5 de los 75
anticuerpos de hibridomas pueden reconocer el epitopo ortdlogo del mAb EN10 en la proteina ENO1 de raton.

La Figura 13 muestra los resultados del ELISA de uniéon de ENO1 por 5 anticuerpos frente a ENO1 de rata anti-
raton aislados de los sobrenadantes de hibridomas individuales. La purificacion con sulfato de amonio y la
purificacion en columna de proteina A se realizaron como se describe en el Ejemplo 1. Estos datos muestran la Kd
del 7E5 ENO1 de rata anti-raton
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La figura 14A. muestra que la administracion del anticuerpo 7E5 ENO1 de rata anti-ratdbn mejora los sintomas de
la esclerosis multiple de EAE en un modelo terapéutico animal. Los procedimientos detallados se realizaron como
se describe en el Ejemplo 14.

La Figura 14B muestra que la administracion del anticuerpo 7E5 ENO1 de rata anti-raton disminuye las
puntuaciones histopatolégicas del SNC de la EAE en un modelo terapéutico animal. Los procedimientos detallados
se realizaron como se describe en el Ejemplo 14.

La Figura 14C muestra que la administracion del anticuerpo 7E5 ENO1 de rata anti-raton mejora las puntuaciones
de desmielinizacion del SNC de EAE en un modelo terapéutico animal. Los procedimientos detallados se realizaron
como se describe en el Ejemplo 14.

La Figura 14D muestra que la administracion del anticuerpo 7E5 ENO1 de rata anti-ratén alivia la inflamacion del
SNC de EAE en un modelo terapéutico animal. Los procedimientos detallados se realizaron como se describe en
el ejemplo 14.

Descripcion detallada de la invenciéon

Las realizaciones de la divulgacion se refieren a métodos para el tratamiento de diversas enfermedades o trastornos
relacionados con la ENO1. Las enfermedades o trastornos relacionados con la ENO1 son enfermedades inflamatorias
o trastornos inmunitarios. Los ejemplos de enfermedades inflamatorias incluyen esclerosis mdltiple, artritis reumatoide,
enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa y lupus eritematoso sistémico. Los ejemplos de trastornos inmunitarios incluyen
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), asma, alergia, psoriasis, diabetes mellitus de tipo 1, arteriosclerosis
y osteoporosis. Los métodos utilizan un antagonista que puede unirse a ENO1 para inhibir su funcién como receptor
del plasminégeno. Mediante dicha inhibicién, se inhibe la activacion del plasmindgeno, por lo que se previenen o
reducen las reacciones posteriores que involucran la actividad de la plasmina. Los antagonistas contra ENO1 pueden
ser anticuerpos, que pueden ser anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales u otros anticuerpos modificados
que pueden unirse a ENO1 e inhibir la funcion de ENO1 en la activaciéon de plasmindgeno.

Las realizaciones de la invencion se ilustraran adicionalmente con ejemplos especificos que se exponen a
continuacion. Un experto en la técnica apreciaria que estos ejemplos son solo ilustrativos y no se pretende que sean
limitantes.

Ejemplos
Ejemplo 1

Para evaluar la afinidad de unidon a ENO1 del anticuerpo mAb EN10 contra ENO1 anti-humano, se cultivaron
hibridomas en RPMI que contenia 10 % de suero bovino fetal (FCS). Después de una semana de cultivo, se recogieron
1 x10° células, se lavaron con PBS, se resuspendieron en 200 ul de medio RPMI y se inyectaron en ratones con
inmunodeficiencia combinada grave (SCID) mediante inyeccion i.p. Tres semanas después, se recogieron ascitis de
los ratones y se diluyeron a 15 ml. El anticuerpo se purificé adicionalmente mediante una columna con 40 % de sulfato
de amonio y proteina A (kit de purificacion de anticuerpos Montage Millipore) de acuerdo con los procedimientos
conocidos en la técnica. El anticuerpo purificado se concentré con un dispositivo de filtro centrifugo Amicon Ultra-15,
siguiendo los protocolos proporcionados por el fabricante (Millpore). La pureza del anticuerpo se analizé mediante
SDS PAGE al 12 %.

Una placa de ELISA de 96 pocillos se revistié con cuatrocientos (400) ng de proteina ENO1 humana y la placa se lavo
adicionalmente con PBS. Se afiadieron a la placa diluciones en serie de 1x107'2 to 1x10® M del anticuerpo mAb EN10
y la placa se incub6 a 37 °C durante 1 hora. Se afiadié una IgG de cabra anti-ratén conjugada con hipoxantina
fosforribosiltransferasa (HPRT). Después de 1 hora, se afiadieron 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) y se leyo la
DO405. Cada estudio se repitié tres veces. Los datos se presentaron como la media + desviacion estandar. Las
lecturas de la DO y las concentraciones de anticuerpos se utilizaron para hacer un grafico de dispersion multiple
utilizando Sigmaplot. Los valores de Ky se predijeron mediante un ajuste logistico de cuatro parametros.

Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 1. El anticuerpo mAb EN10 tenia productividades de
20,4 mg a 4,6 mg por raton. El valor de la Ky del anticuerpo mAb EN10 fue de 2,03 + 0,12x10-'°© M (N = 3). Este
resultado sugiere que el anticuerpo mAb EN10 puede reconocer la proteina ENO1 humana y tiene una afinidad
favorable con un valor de Ky de aproximadamente 2,03 + 0,12x107'° M (N = 3).

Ejemplo 2

Se sabe que la proteina ENO1 esta regulada por aumento en monocitos inflamatorios de ratén in vivo e in vitro
(Wygrecka, M. et al. (2009) Blood. 113: 5588-5598). Para evaluar el nivel de expresion de ENO1 en PBMC humanas
en el estado inflamatorio, se extrajeron muestras de sangre fresca de voluntarios normales siguiendo los cédigos de
los comités del IRB del Centro de Desarrollo de Biotecnologia, Taiwan. La sangre se procesoé para purificar las PBMC
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utilizando centrifugacion en gradiente Ficoll-Hypaque. La densidad de Ficoll-Hypaque (Pharmacia, Francia) se ajusto
a aproximadamente 1,077 g / ml. Las células cosechadas se cultivaron en RPMI que contenia suero bovino fetal al 10
% hasta una densidad celular de aproximadamente 1x 108 células / ml. La viabilidad de las células se comprobo con
tinciones de azul tripan para confirmar que el porcentaje total de linfocitos era superior al 90 %. Las PBMC se trataron
adicionalmente con 10 microgramos / ml de lipopolisacarido (LPS) durante 6 horas. Las células se lavaron con PBS
dos veces y se sometieron a analisis de citometria de flujo. Las células intactas se tifieron con o sin mAb EN10 (dilucion
1:300) y con anticuerpo CD11b o Mac3 antihumano de rata. Las células tefiidas se visualizaron con IgG anti-raton de
cabra conjugada con FITC para el mAb EN10 e IgG anti-rata conjugada con PE para el anticuerpo CD11b o Mac3
(Becton Dickinson). Las muestras se analizaron después con un citémetro de flujo FACScan (Becton Dickinson). La
expresion de ENO1 y CD11b+ se midi6 por la intensidad de fluorescencia resultante.

Los resultados de estos experimentos se muestran en la figura 2A. El tratamiento de PBMC normales con LPS y mAb
EN10 desplaza el histograma hacia la derecha, en comparacion con la incubacion de células sin LPS y con mAb EN10.
Esta observacion indica que las PBMC normales expresan ENO1 en su superficie celular cuando las células estan en
condicién de inflamacion (por ejemplo, estimuladas con LPS). Ademas, se pueden identificar poblaciones celulares
con alta expresion de ENO1. Como se muestra en la figura 2B y la figura 2C, las poblaciones celulares Mac3+ y
CD11b+ también aumentan en las PBMC humanas tratadas con LPS en comparacion con las células sin tratamiento.
La poblacién de células de expresion alta de ENO1 se correlaciona con las células CD11b2* y Mac3?@®° (FIG. 2B y la
figura 2C). Estos resultados indican que la proteina ENO1 esta regulada por aumento en las superficies de los
monocitos y macréfagos activados.

Ejemplos 3

El estudio de Wygrecka indica que la actividad del receptor de plasmindgeno ENO1 es muy importante para que los
monocitos transmigren a sitios inflamatorios (Wygrecka, M. et al., (2009), Blood., 113:5588-5598). Para evaluar la
capacidad del mAb EN10 para inhibir la actividad del receptor de plasminégeno ENO1 de los monocitos humanos, se
desarrollé una linea celular de monocitos U937 humanos en RPMI que contenia FCS al 10 %. Las células se trataron
con 10 microgramos / ml de LPS durante 6 horas para inducir la expresion de la proteina ENO1 en la superficie celular.
A continuacion se preincubaron 1,5x10° células / ml en PBS con 1 microgramo / ml de Lys-plasminégeno humano y
10 microgramos / ml de mAb EN10 durante una hora, respectivamente. Las muestras se lavaron con PBS dos veces
y luego se afiadieron activador de plasminégeno especifico de tejido 3 nM y de sustrato cromogénico S-2251 0,5 mM.
Tras una hora de incubacion a 37 °C, se leyo la DO 405. Cada estudio se repitié tres veces y se analizé la actividad
antagonista. Los datos se presentaron como la media + desviacion estandar. Se usé la prueba T para comparar cada
grupo. Los valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 3. El mAb EN10 tenia una elevada actividad antagonista
del receptor de plasminégeno ENO1 y puede alcanzar una inhibicién del 100 % de la actividad de ENO1 especifica
inducida por LPS. Por lo tanto, el mAb EN10 tendria un buen potencial para inhibir la transmigracién de los monocitos
a los 6rganos diana.

Ejemplos 4

El resultado del ejemplo 3 sugiere que el mAb EN10 puede inhibir la actividad del receptor de plasminégeno ENO1 y
da como resultado la inhibicién de la activacion del plasminégeno y la actividad de transmigracion en los monocitos
humanos estimulados con LPS. Este resultado esta apoyado ademas por otros informes de la literatura que indican
que los monocitos de ratones sin plasmindgeno pierden la capacidad de migracion y la actividad de infiltracion en un
modelo de inflamacién no infecciosa de raton (Ploplis, V.A. et al., (1998) Blood, 91:2005-2009).

Para evaluar si comprometer la actividad del receptor de plasminédgeno ENO1 da como resultado el alivio de la
actividad de invasion de los monocitos activados, se desarrollé una linea celular U937 de monocitos humanos en RPMI
que contenia FCS al 10 %. Las células se trataron con 10 microgramos / ml de LPS durante 6 horas para inducir la
expresion de la proteina ENO1 en la superficie celular. Después de mezclarse con 5 a 50 microgramos / ml del mAb
EN10, se sembraron 2x10* células en la camara superior de un sistema de ensayo de dos camaras que contiene 15
micromolar de Lys-plasmindgeno y se incubaron durante 24 horas con medios que contenian 10 % de FBS y MCP-1
10 nM en la camara inferior. Se usé una IgG anti-ratdbn como grupo de control negativo. Se separaron dos camaras
mediante un filtro de microporos (tamarfio de poro de 8 micrometros) recubierto con matrigel. Después del periodo de
incubacion, las células en la camara inferior se contaron con un hemocitometro bajo un microscopio. Cada estudio se
repitiod tres veces. Los datos se presentan como la media + DE. Se usé la prueba T para comparar cada grupo. Los
valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

Los resultados se muestran en la figura 4. Cuando las células U937 tratadas con LPS se trataron con 5 a 50
microgramos / ml de mAb EN10, la actividad de invasion de U937 fue de 90,2 £+ 2 % a 49,1+ 1 % (N = 3) de la IgG
control. Estos resultados indican que el mAb EN10 puede aliviar la capacidad de invasiéon de los monocitos U937
activados al comprometer la actividad del receptor de plasminégeno ENO1 de una manera dependiente de la dosis.
Al apuntar a la proteina ENO1 en la superficie de los monocitos inflamatorios, es posible inhibir que las células entren
en los sitios afectados utilizando el mAb EN10.
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Ejemplos 5

Para conocer el nivel de expresion de ENO1 en la superficie celular después de la estimulacion inflamatoria, se
cultivaron monocitos U937 humanos en RPMI que contenia FCS al 10 %. Las células se trataron con 10 microgramos
/ ml de LPS durante 6 horas para inducir la expresién de la proteina ENO1 en la superficie celular. Para el analisis de
citometria de flujo, las células completas intactas se tifieron con o sin mAb EN10 (dilucion 1:300), se visualizaron con
antisuero de cabra conjugado con FITC (Jackson Lab) y se analizaron con un citometro de flujo FACScan (Becton
Dickinson). La expresion de ENO1 se midio6 por la intensidad de fluorescencia resultante.

Los resultados de estos experimentos se muestran en la figura 5. La incubacion de U937 con LPS y mAb EN10
desplaza el histograma hacia la derecha, en comparacioén con la incubacién de células sin LPS pero con mAb EN10.
Este resultado indica que las células U937 expresan ENO1 en sus superficies celulares cuando son estimuladas con
LPS. Estos datos respaldan la idea de que el mAb EN10 reconoce la ENO1 de superficie inducida por LSP en los
monocitos.

Ejemplo 6 Mapeo de epitopos
Mapeo de epitopos de anticuerpos

Para determinar el epitopo del mAb EN10 en la proteina ENO1 humana, se disefiaron dos cebadores directos, con las
secuencias de nucledtidos de 5-GGATCCGCAGCAAACTTCAGGGAAGCCATG-3' (SEQ ID NO:1) y 5-
GGATCCTCGAAGATC- CCTTTGACCAGGATG-3' (SEQ ID NO:2) y un cebador inverso 5'-
TCAGGCTGAAAATCTCTCATCCGC-3 (SEQ ID NO:3). Se uso6 un plasmido de expresion en E. coli pTRC-HIS ENO1
que contiene el gen de ADNc de ENO1 humana como molde para amplificar mutantes de delecion de ENO1. Se
usaron los cebadores con las SEQ NO:1 y SEQ NO:2 como cebadores directos, con la SEQ ID NO:3 como cebador
inverso, para amplificar las mutantes de delecion A1-189 (Fig. 6A) y A1-297 (Fig. 6A), respectivamente. El otro conjunto
de cebadores con las secuencias de5-GGATCCTATCTATTCTCAAGATCCATGCC-3' (SEQ ID NO4) y 5'-
CTCGAGGTCATGGTGTCTCATCGTTCGCTCGAG-3' (SEQ ID NO:5) se uso para amplificar un mutante de delecién
A297-434 (Fig. 6A). Para la amplificaciéon de cada mutante se preparé una solucion de reaccién que tenia una
composicion de 1 microlitro de una diluciéon 1:1000 de ADN molde aproximadamente 0,1 ng, 5 microlitro de 10xtampdn
de reaccién, 1 microlitro de mezcla de dNTP 10 mM, 1 microlitro de 2,5 unidades de Taq polimerasa, 1 microlitro del
cebador directo y 1 microlitro del cebador inverso, en un volumen final de 50 microlitros con agua destilada doble y se
sometié a PCR. Se utilizé un ciclo de 94 grados C durante 10 minutos, luego se repitié un ciclo de 94 grados C durante
un minuto, 52 grados C durante un minuto y 72 grados C durante 1 minuto se repitié 35 veces, y la reaccion se incubo
a 72 grados C durante 10 minutos mas. Esta solucién de reaccion se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 2
% para analizar los productos de reaccion. Los productos de reaccion con los pesos moleculares correctos se ligaron
en un vector pCR 2.1-TOPO (fabricado por Invitrogen) para la subclonacién de acuerdo con el manual de instrucciones
adjunto. A continuacion se usaron los cebadores M13 directo 5'-GTAAACAACGACGGCGAG--3'(SEQ ID NO: 6) y M13
inverso 5'- CAG GAAACA GCT ATG AC--3' (SEQ ID NO: 7) para determinar la secuencia de nucleétidos. Cada clon
de mutacién con la secuencia correcta se digirid con las enzimas de restriccion BamH| y Xhol y los productos de la
digestion se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 2 %. El fragmento de insercién de cada mutante se corté
del gel de agarosa y se purificd con un kit de limpieza de genes de acuerdo con el manual de instrucciones adjunto
proporcionado por el fabricante (BIO101). El fragmento de ADN de 8amH| y Xhol de cada mutante se ligd a los sitios
BamH| y Xhol de un vector de expresion en E. coli pTRC His A (Invitrogen). El plasmido resultante se transformé en
E. coli BL21 Rosseta. La proteina de mutacion ENO1 se expreso en E. coli por induccién con IPTG y se purificd con
agarosa de Ni de acuerdo con el manual de instrucciones adjunto proporcionado por el fabricante (Qiagen) después
de que se aplicaron ultrasonidos al sedimento de bacterias. La pureza de cada mutante se analiz6 mediante SDS
PAGE al 12 %. Para determinar la actividad de unién de cada proteina mutante, una placa ELISA de 96 pocillos se
revistié con 400 ng de cada proteina mutante ENO1 humanay la placa se lavé con PBS. Se afiadieron 10 microgramos
de mAb EN10 a la placa y la placa se incub6 a 37 °C durante 1 hora. Después de lavar el complejo de uniéon con PBS
dos veces, se afiadié una IgG anti-raton de cabra conjugada con HPRT. Después de 1 hora de incubacion, se afiadié
TMB. La afinidad de unién se determiné por las lecturas de la DO 405. Cada estudio se repitié tres veces. Los datos
se presentan como la media + DE. Se uso la prueba T para comparar la actividad entre cada grupo. Los valores de p
< 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

Los resultados se muestran en la figura 6A. Los mutantes de ENO1 A1-189 y A1-297 tienen lecturas de DO405 de
aproximadamente 1,43 £ 0,18 y 1,56 £ 0,08 (N = 3) (en la Figura 6A), que son aproximadamente el 42 % y el 39 % de
las de la ENO1 de tipo salvaje (2,87 + 0,08) (N = 3), respectivamente. Sin embargo, cuando se eliminaron los restos
de aminoacidos de 297 a 434, se perdi6 la actividad de unién de este mAb ENO1 a la EN10 mutada, en comparacion
con el fondo de BSA. Estos resultados sugieren que se requieren restos de aminoacidos de 297 a 434 para la unién
de la proteina ENO1 al mAb EN10 y la disminucion en la actividad de unién de los mutantes A1-182 y A1-297 puede
deberse a la inestabilidad o al cambio de conformacién de las proteinas mutantes.

Para explorar adicionalmente el epitopo del mAb EN10 en la proteina ENO1, se disefiaron 5 cebadores inversos con
las secuencias de 5- CTCGAGAGGGATCTTCGATAGACACCACTGGG -3 (SEQ ID NO:®8), 5-

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2730253 T3

CTCGAGCTACCTGGATTCCTGCACT- GGCTG-3 (SEQ ID NO:9), 5-
CTCGAGACTTCTCGTTCACGGCCTTGGCGATC-3 (SEQ ID NO:10), 5-CTCGAGACT-
TCTCGTTCACGGCCTTGGCGATCC-3' (SEQ ID NO:11), 5-CTCGAGCAGTCTCCCCCGAACGATGAGACACC-3
(SEQ ID NO:12), and 5-CTCGAG CACCAGTCTTGATCTGCCCAGTGCAC-3 (SEQ ID NO:13). Se us6 un plasmido
de expresion en E. coli pTRC-HIS ENO1 que contiene el gen de ADNc de ENO1 humana como molde para amplificar
los mutantes de delecion de ENO1. La SEQ ID NO: 4 se us6 como cebador directo para amplificar los mutantes de
delecion 296-434, 316-434, 336-434, 376-434 y 396-434 con los cebadores de SEQ ID NO:8, SEQ ID:9, SEQ ID: 10,
SEQ ID:11, SEQ ID:12 y SEQ ID:13, respectivamente. Para la amplificacion de cada mutante se preparé una solucion
de reaccion que tenia una composicion de 1 microlitro de una diluciéon 1:1000 del ADN molde aproximadamente 0,1
ng, 5 microlitros de 10xtampodn de reaccion, 1 microlitro de mezcla de dNTP 10 mM, 1 microlitro de 2,5 unidades de
Tagq polimerasa, 1 microlitro del cebador directo y 1 microlitro del cebador inverso, en un volumen final de 50 microlitros
con agua destilada doble y se sometié a PCR. Se utilizé un ciclo de 94 grados C durante 10 minutos. A continuacion,
se repitid un ciclo de 94 grados C durante un minuto, 52 grados C durante un minuto y 72 grados C durante 1 minuto
se repitid 35 veces, y la reaccion se incubd a 72 grados C durante 10 minutos mas. Esta soluciéon de reaccion se
sometid a electroforesis en gel de agarosa al 2 % para analizar los productos de reaccion. Los productos de reaccion
con los pesos moleculares correctos se ligaron en un vector pCR 2.1-TOPO (fabricado por Invitrogen) para la
subclonacién de acuerdo con el manual de instrucciones adjunto. A continuacion se usaron los cebadores directo M13
(5-GTAAACAACGACGGCGAG--3'(SEQ ID NO: 6) e inverso M13 (5- CAG GAAACA GCT ATG AC- -3’ (SEQ ID NO:
7) para determinar la secuencia de nucleétidos. Cada clon de mutacién con la secuencia correcta se digirio con las
enzimas de restriccion BamH| y Xhol y el producto de la digestion se someti6 a electroforesis en gel de agarosa al 2
%. El fragmento de ADN de cada mutante se aisl6 del gel de agarosa y se purificd con un kit Gene Clean de acuerdo
con el manual de instrucciones adjunto proporcionado por el fabricante (BIO101). El fragmento de ADN de BamH| 'y
Xhol de cada mutante se ligd en los sitios BamH| y Xhol de un vector de expresion de E. coli pTRC His A (Invitrogen).
El plasmido resultante se transformé en E. coli BL21 Rosseta. La proteina de mutaciéon ENO1 se expreso en E. coli
por induccidon con IPTG y se purificd con agarosa de Ni de acuerdo con el manual de instrucciones adjunto
proporcionado por el fabricante (Qiagen) después de que se aplicaron ultrasonidos al sedimento de bacterias. La
pureza de cada mutante se analizé6 mediante SDS PAGE al 12 %. Para determinar la actividad de union de cada
proteina mutante, una placa ELISA de 96 pocillos se revistié con 400 ng de la proteina ENO1 o la proteina mutante y
la placa se lavo con PBS. Se afadieron 10 microgramos de mAb EN10 y se incubaron a 37 °C durante 1 hora. Después
de lavar el complejo de uniéon con PBS dos veces, se afiadié una IgG anti-ratéon de cabra conjugada con HPRT.
Después de 1 hora de incubacion, se afadié TMB. La afinidad de unién se determiné por las lecturas de la DO 405.
Cada estudio se repitio tres veces. Los datos se presentan como la media £ DE. Se us6 la prueba T para comparar la
actividad entre cada grupo. Los valores de p <0,05 se consideran estadisticamente significativos.

El 12 % de SDS PAGE de cada mutante y la proteina de tipo salvaje se muestran en la figura 6B. El peso molecular
de cada mutante aumenta desde el mutante 296-343 hasta el tipo salvaje. Este resultado sugiere que se puede
producir la proteina completa a partir de cada mutante, aunque se puede ver cierta degradacion de los mutantes 336-
434 y 376-434. Como se muestra en la figura 6C, no hay una diferencia significativa entre la afinidad de unién a mAb
EN10 de la ENO1 de tipo salvaje y la de los mutantes por delecion 336-434, 376-434 y 369-343. Sin embargo, cuando
se eliminan los restos de aminoacidos de 296 a 316 y 317 a 336, se pierden las actividades de uniéon del mAb EN10
de estos dos mutantes de ENO1, en comparacion con las del fondo del lisado celular de E. coli. Estos resultados
sugieren que los restos de aminoacidos de aproximadamente 296 a aproximadamente 336
(***FDQDDWGAWQKFTASAGIQWGDDLTVTNPKRIAKAVNEKS?3, SEQ ID NO:39) son importantes para la union de
la proteina ENO1 con el mAb EN10.

Ejemplo 7 Barrido de alanina

Para explorar mas a fondo qué restos de 296 a 336 de ENO1 humano son importantes para la uniéon del mAb EN10,
la estructura cristalina de ENO1 se descargd del banco de datos de proteinas (entrada pdb: 2PSN). Después del
analisis de la estructura, se predice que los restos de aminoacidos D300, W301, G302, Q305, K306, A309, K326,
K330, N333, E334 y K335 estaran expuestos en la superficie de la proteina y son candidatos a las mutaciones para
analizar si son realmente importantes para la uniéon de mAb EN10. 10 de estos 11 restos se eligieron para ser mutados
a alanina, a excepcion de A309, que se muto a glicina utilizando el kit de mutagénesis dirigida al sitio QuickChange I
de acuerdo con el manual de instrucciones adjunto proporcionado por el fabricante (Agilent Technology). Los
siguientes oligonucledtidos mutagénicos para el barrido de alanina (Tabla 1) fueron generados por Genomics
BioScience and Technology Co., Ltd.

TABLA 1: Secuencias oligonucleotidicas
5-GATCCCTTTGACCAGGATGCCTGGGGAGCTTGGCAG-3' (SEQ ID NO:14)
5-CTGCCAAGCTCCCCAGGCATCCTGGTCAAAGGGATC-3' (SEQ ID NO: 15)
5-CCCTTTGACCAGGATGACGCGGGAGCTTGGCAGAAG-3' (SEQ ID NO: 16)
5-CTTCTGCCAAGCTCCCGCGTCATCCTGGTCAAAGGG-3' (SEQ ID NO:17)
5-CTTTGACCAGGATGACTGGGCAGCTTGGCAGAAGTTC-3' (SEQ ID NO: 18)
5-GAACTTCTGCCAAGCTGCCCAGTCATCCTGGTCAAAG-3' (SEQ ID NO:19)
5-GACTGGGGAGCTTGGGCGAAGTTCACAGCCAGTGCA-3' (SEQ ID NO:20)
5-TGCACTGGCTGTGAACTTCGCCCAAGCTCCCCAGTC-3' (SEQ ID NO:21)
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5-GGGGAGCTTGGCAGGCGTTCACAGCCAGTGCAGG-3' (SEQ ID NO:22)
5-CCTGCACTGGCTGTGAACGCCTGCCAAGCTCCCC-3' (SEQ ID NO:23)
5-GGCAGAAGTTCACAGGCAGTGCAGGAATCCAGGTAG-3' (SEQ ID NO:24)
5-CTACCTGGATTCCTGCACTGCCTGTGAACTTCTGCC-3' (SEQ ID NO:25)
C5-TCACAGTGACCAACCCAGCGAGGATCGCCAAGGCC-3' (SEQ ID NO:26)
5-GCCTTGGCGATCCTCGCTGGGTTGGTCACTGTGAG-3' (SEQ ID NO:27)
5-CAACCCAAAGAGGATCGCCGCGGCCGTGAACGAGAAG-3' (SEQ ID NO:28)
5-CTTCTCGTTCACGGCCGCGGCGATCCTCTTTGGGTTG-3' (SEQ ID NO:29)
5-GAGGATCGCCAAGGCCGTGGCCGAGAAGTCCTGCAAC-3' (SEQ ID NO:30)
5-GTTGCAGGACTTCTCGGCCACGGCCTTGGCGATCCTC-3' (SEQ ID NO:31)
5-GATCGCCAAGGCCGTGAACGCGAAGTCCTGCAACTG-3' C (SEQ ID NO:32)
5-GCAGTTGCAGGACTTCGCGTTCACGGCCTTGGCGATC-3' (SEQ ID NO:33)
5-GCCAAGGCCGTGAACGAGGCGTCCTGCAACTGCCTC-3' (SEQ ID NO:34)
5-GAGGCAGTTGCAGGACGCCTCGTTCACGGCCTTGGC-3' (SEQ ID NO:35)
5-CAAGGCCGTGAACGCGGCGTCCTGCAACTGCCTCCTG-3' (SEQ ID NO:36)
5-CAGGAGGCAGTTGCAGGACGCCGCGTTCACGGCCTTG-3' (SEQ ID NO:37)

Para la amplificacién de cada mutante se prepard una solucién de reaccién que tenia una composicion de 3 microlitros
de ADN molde aproximadamente 30 ng, 5 microlitros de 10x tampdn de reaccion, 1 microlitro de mezcla de dNTP 10
mM, 1 microlitro de 2,5 unidades ufp de Tag polimerasa, 12,5 microlitros del 125 ng de cebador directo y 12,5
microlitros de 125 ng del cebador inverso, en un volumen final de 50 microlitros con agua destilada doble y se sometio
a PCR. Se utilizé un ciclo de 95 grados C durante 10 minutos. A continuacion se repitié 16 veces un ciclo de 95 grados
C durante 30 segundos, 55 grados C durante 30 segundos y 68 grados C durante 6 minutos. Después de la reaccion
de PCR, se afadio 1 microlitro de Dpnl a cada tubo de PCR, se incubd a 37 °C durante 1 hora y luego se calenté Dpnl
para inactivar a 80 °C durante 20 minutos. Los productos de reaccién se transformaron en 50 microlitros de células
competentes XL1-Blue-micro de acuerdo con el manual de instrucciones adjunto (fabricado por Invitrogen). Se us6 un
cebador ENO1 R400-420 (5'-GCAAGGGGCAC-CAGTCTTGATCTG-3' (SEQ ID NO:38)) para determinar la secuencia
de nucledtidos. Todos los plasmidos de clon de mutaciéon con secuencias correctas se transformaron en E. coli BL21
Rosseta. La proteina de mutacion ENO1 se expreso en E. coli por induccion con IPTG y se purificd con agarosa de Ni
de acuerdo con el manual de instrucciones adjunto proporcionado por el fabricante (Qiagen) después de que se
aplicaron ultrasonidos al sedimento de bacterias. La pureza de cada proteina mutante se analizé mediante SDS PAGE
al 12 %.

Para determinar la actividad de unién de cada proteina mutante, una placa ELISA de 96 pocillos se revistié con 400
ng/100 microlitros de la proteina ENO1 humana o la proteina ENO1 mutante durante una noche a 4 °C y la placa se
lavé con PBS. La placa se bloqued con BSA al 1 % (p / v) en PBS a temperatura ambiente durante 1 hora, después
se lavd nuevamente con 1x PBS. Un anticuerpo primario (mAb EN10) se diluy6 en serie 2 veces a 15 concentraciones
diferentes y se afadio a la placa a 37 °C durante 1 hora. Una vez completada la reaccion, la placa se lavé 3 veces con
1 x PBS. Se afadié una dilucién 1/8000 de anticuerpo anti-raton-HRP de cabra y se incub6 a 37 °°C durante 1 hora,
luego la placa se lavo 3 veces con 1xPBS. A continuacion, se afadié el sustrato TMB vy la reaccién se dejé proceder
a temperatura ambiente durante 30 minutos. La reaccion se detuvo afiadiendo HCI 1 N y se leyo la DO 450 para
determinar la actividad. Cada estudio se repitio tres veces. Los datos se presentan como la media £ DE. Las lecturas
de DO vy las concentraciones de anticuerpos se utilizaron para hacer un grafico de dispersién mudltiple utilizando
Sigmaplot™. Los valores de Ky se predijeron mediante un ajuste logistico de cuatro parametros.

De acuerdo con los resultados del estudio de eliminacién de una gran porcion de ENO1 mostrados en el Ejemplo 6,
se requiere una secuencia peptidica 2FDQDDWGAWQKFTASAGIQVVGDDLTVTNPKRIAKAVNEKS?33 (SEQ ID
NO:39) del resto numero 296 a 336 para la union estrecha de la proteina ENO1 con mAb EN10. "Unién estrecha"
como se usa en el presente documento se refiere a la unién entre un agente de unién especifico (por ejemplo, un
anticuerpo, un fragmento scFv o Fab) y un ligando / objetivo (por ejemplo, un péptido, proteina o célula) con una
constante de disociacion (Ky) de 10 nM o inferior, preferentemente de 1,0 nM o inferior.

Los experimentos de delecion anteriores identifican los restos 296 a 336 en ENO1 como la regién para la uniéon del
anticuerpo. Para caracterizar adicionalmente los sitios de unioén reales (por ejemplo, epitopos), la estructura cristalina
de ENO1 se descargd6 del banco de datos de proteinas (entrada pdb: 2PSN) para analizar las posiciones de los restos
de esta region. Hay once restos de aminoacidos que incluyen D300, W301, G302, Q305, K306, A309, K326, K330,
N333, E334 y K335 expuestos en la superficie de la proteina (FIG. 6A, epitopo putativo). Por mutagénesis dirigida al
sitio, estos 11 aminoacidos se mutaron y las proteinas mutantes resultantes se expresaron en E. coli'y se purificaron,
respectivamente (FIG. 7B). Cada proteina ENO1 mutante purificada se analizé para detectar cualquier cambio en la
Kg (en comparacion con la uniéon de ENO1) utilizando ELISA.

Los resultados indican que hay tres clases funcionales de restos de aminoacidos en estos mutantes. Los restos de
aminoacidos W301 y K330 son importantes para la union entre la proteina ENO1 y el mAb EN10. Si estos dos restos
de aminoacidos se mutan a alanina, respectivamente, las actividades de unién de estos dos mutantes de ENO1 a mAb
EN10 se anulan significativamente. La segunda clase de restos de aminoacidos incluye A309, E334, K335 y D300. Si
E334, K335 y D300 se mutan a alanina o la A309 se muta a glicina, respectivamente, se comprometen las actividades
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de unién de estos mutantes ENO1 a mAb EN10. El resto de los restos de aminoacidos, incluidos G302, Q305, K306,
N333 y K326, pertenecen al grupo de restos de aminoacidos que no tienen efectos de union significativos sobre la
union de la proteina ENO1 a mAb EN10 (FIG.7C y Tabla Il). Estos resultados sugieren que W301, K330 A309, E334,
K335 y D300 son importantes para la uniéon a proteina-proteina entre el mAb ENO1 y EN10. Estos restos de
aminoacidos pertenecen a secuencias del péptido 1 de ENO1,2°FD Q DW G AW Q K F TA%® (FIG. 7D, SEQ ID
NO:40) y el péptido 2, 3K R | AK AV N EK S3% (FIG. 7D, SEQ ID NO: 41), que pueden ser los epitopos de unién de
mAb EN10 en los nimeros de resto de aminoacidos 296 a 335 (FIG. 7D; SEQ ID NO:39) de ENO1 humana.

Tabla Il: Valores de la K4 mutante

Mutante KD Mutante KD Mutante KD

Tipo

silvestre 4,43 +0,65x 1019  A300 6,33 +2,57 x 108 A301 No detectado

A302 3,45+0,28x 1019  A305 3,31+0,50x 10"  A306 4,65+ 2,42 x 10710

A309 5,63+2,67x10° A326 7,87 +1,35x 10"  A330 No detectado

A333 413+1,09x 10" A334 1,07 +4,39 x 107 A335 9,57 +3,72x10°
Ejemplo 8

Los resultados de los ejemplos 3 y 4 sugieren que el mAb EN10 puede comprometer la actividad del receptor de
plasmindgeno ENO1. Esta reduccion de la actividad del receptor de plasminégeno ENO1 a su vez inhibe la activacion
del plasmindgeno, lo que da como resultado el alivio de la capacidad de invasiéon de los monocitos U937 activados.
Este resultado esta apoyado ademas por otros informes de la literatura que indican que los monocitos de ratones sin
plasmindgeno pierden la capacidad de migracion y la actividad de infiltracién en un modelo de inflamacién no infecciosa
de ratén (Ploplis, V.A. et al., (1998) Blood, 91:2005-2009).

Para demostrar la eficacia del mAb EN10 en la inhibicion de la infiltracion de leucocitos in vivo, se utilizé un modelo
de inflamacién no infecciosa de raton (NII) para el estudio. Doce ratones se dividieron en 4 grupos con tres ratones en
cada grupo. El primer dia, cada grupo recibio PBS, 6 mg / kg de peso corporal (mpk) de Enbrel, 10 mpk de IgG de
raton y 10 mpk de mAb EN10 (i.p.), respectivamente. Dos horas mas tarde, a cada ratén se le inyectaron 200
microgramos de caseina (i.p.). Los ratones se mantuvieron a 25 °C durante 12 horas. A continuacion, se trato a los
ratones con la misma dosis del mismo farmaco, seguido de 200 microgramos de caseina después de dos horas,
respectivamente. Tres horas después, se abrid el peritoneo del raton y se recogio el fluido. Se contaron las células
peritoneales totales de cada grupo. Para identificar la distribucion de la poblacion celular de monocitos y neutrdfilos,
las células de fluido peritoneal de cada grupo se tifieron con el anticuerpo 1A8 de rata para neutréfilos y anti BR1 de
rata para monocitos, se visualizaron con IgG anti-rata de cabra conjugada con FITC (Jackson Lab) y se analizaron
con citometro de flujo FACScan (Becton Dickinson). Los datos se presentan como la media + EEM. Se us6 la prueba
T para comparar cada grupo. Los valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

Los resultados de este estudio se muestran en la Figura 8A y la Figura 8B. Los recuentos celulares totales promedio
de ratones tratados con 6 mpk de Enbrel, vehiculo y 10 mpk de IgG control son 1,5 +0,1 x10” (N=3), 1,8 x 107y 4 %
0,5 x 107 (N = 3) en el peritoneo, respectivamente. Sin embargo, cuando a los mismos ratones tratados con caseina
se les administran 10 mpk de mAb EN10, el recuento celular promedio en el peritoneo es de 5 + 1,2 x 108 (N = 3), que
es significativamente mas bajo que el de los grupos de Enbrel, vehiculo e IgG control. No se observaron diferencias
significativas entre el grupo tratado con 10 mpk de mAb EN10 y el grupo no tratado (3,9 + 1,2x108 (N = 3)) (FIG. 8A).

Cuando se analizaron las poblaciones de células en el peritoneo, los neutréfilos representan aproximadamente del 73
% al 85 % de las células totales en el peritoneo y no se encontraron diferencias significativas entre cada grupo (excepto
el grupo de tratamiento sin tratamiento previo) en este estudio (FIG. 8B). Este resultado implica que el mAb EN10
puede comprometer la actividad del receptor de plasmindgeno ENO1, que a su vez, a medida que los ratones sin
plasmindgeno disminuyen la activacion del plasmindgeno en el tejido y evita que las células inflamatorias (por ejemplo,
los neutrofilos) se infiltren en los sitios afectados. Por lo tanto, apuntar al receptor de plasminégeno ENO1 con el
anticuerpo ENO1 tiene aplicaciones potenciales en la terapia de enfermedades inmunitarias.

Ejemplo 9

Informes recientes de la literatura indican que la infiltracién de monocitos es muy importante en la progresion de la
enfermedad de esclerosis multiple en un modelo animal con EAE. Segun los datos del Ejemplo 8, se planteo la
hipétesis de que la actividad del receptor de plasmindgeno ENO1 por el anticuerpo anti-ENO1 mejoraria los sintomas
de esclerosis multiple de EAE en un modelo animal. A doce ratones CB57 / BL / 6 hembra de siete a 10 semanas de
edad se administré por via subcutanea 100 microgramos de MOG p35-55 en adyuvante completo de Freud y luego se
inyectaron por via intraperitoneal 100 ng de toxina pertussis. Los ratones se dividieron aleatoriamente en dos grupos
con 6 ratones en cada grupo. Al segundo dia, a cada grupo de ratones se inyecté por via subcutanea 200 microlitros
de 10 mpk de mAb EN10 e IgG de raton, respectivamente. Al tercer dia, se administro la otra dosis de 100 ng de toxina
pertussis por via intraperitoneal. Se observo a los animales diariamente y los sintomas clinicos se evaluaron de la
siguiente manera: 0, sin signos; 1, disminucion del tono de la cola; 2, monoparesia leve o paresia; 3, paraparesia
severa; 4, paraplejia y / o tetraparesia; 5 moribundos o muerte. Todos los estudios se realizaron de acuerdo con las
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pautas prescritas por el comité de Cuidado y Uso de Animales en el Centro de Desarrollo de Biotecnologia, Taiwan.

Los resultados se muestran en la Figura 9. Cada grupo de ratones comenzé a mostrar los sindromes de EAE el dia 7
y no hubo diferencias significativas en las puntuaciones clinicas entre los dos grupos desde los dias 7 hasta el dia 12.
En el grupo de tratamiento con mAb EN10, los ratones alcanzan la meseta de la enfermedad el dia 13 con una
puntuacion clinica maxima promedio de aproximadamente 2,7 + 032 (N = 6). A continuacion, los ratones entraron en
la fase de remision de EAE hasta el dia 28, momento en el que se terminé el estudio. En contraste, los ratones tratados
con la IgG de ratén alcanzaron la meseta de la enfermedad el dia 16 con una puntuacion clinica maxima promedio de
aproximadamente 3,3 + 0,21 (N = 6). Después, estos ratones comenzaron a entrar en la etapa de remision. Al final del
estudio, ambos grupos tienen las mismas puntuaciones clinicas promedio.

Este estudio indica que el ratdon tratado con el anticuerpo ENO1 tiene una puntuacion clinica maxima mas baja de
aproximadamente 0,6 puntos en promedio, en comparacion con los ratones con tratamiento con IgG. Estos datos
sugieren que la inhibicién de la actividad del receptor de plasminégeno ENO1 para el anticuerpo confiere beneficios
clinicos en el modelo profilactico de ratén con EAE.

Ejemplo 10

En el Ejemplo 9, el resultado indica que la administracion de anticuerpo ENO1 confiere beneficios clinicos en el modelo
profilactico de ratén con EAE. Para explorar los efectos terapéuticos del mAb EN10 en la EM, se us6 un modelo
terapéutico de EAE de raton en el siguiente estudio. A 28 ratones CB57 / BL / 6 hembra de siete a 10 semanas de
edad se administré por via subcutanea 100 microgramos de MOG p35-55 en adyuvante completo de Freud y luego se
inyectaron por via intraperitoneal 100 ng de toxina pertussis. Al tercer dia, se administré otra dosis de 100 ng de toxina
pertussis. Los animales se observaron diariamente y los sintomas clinicos se evaluaron de la siguiente manera: 0, sin
signos; 1, disminucion del tono de la cola; 2, monoparesia leve o paresia; 3, paraparesia severa; 4, paraplejiay / o
tetraparesia; 5 moribundos o muerte. Hasta aproximadamente el dia 10, momento en el que la puntuacién clinica
promedio de los ratones fue de aproximadamente 0,5, los ratones se dividieron aleatoriamente en 4 grupos con 7
ratones en cada grupo. Los dias 11, 13 y 15, a los ratones del grupo 1 se les inyectaron 5 mpk de mAb EN10 por via
intraperitoneal. Se aliment6 diariamente a los ratones del grupo 2 con 15 mpk de fumarato de dimetilo (DMF) dos
veces al dia después del dia 11. Los ratones del grupo 3 se trataron como los del grupo 2, excepto que a estos ratones
se les inyectaron 5 mpk de mAb EN10 por via intraperitoneal los dias 11, 13 y 15. El grupo 4 fue el grupo control al
que se inyectd vehiculo; a estos ratones se les inyecté PBS por via intraperitoneal diariamente.

Al final del estudio, se recolectaron los tres ratones con las puntuaciones clinicas maximas cercanas a la media de
cada grupo y se perfundi6 en la totalidad de solucidon de Bouin. Los cerebros y la médula espinal de estos ratones se
fijaron con formalina al 10 %, se seccionaron y se tifieron con azul Luxol rapido, asi como con hematoxilina y eosina
(H&E). Las puntuaciones histopatoldgicas de las lesiones inflamatorias meningeas y parenquimatosas de la
desmielinizacion fueron evaluadas por un anatomopatélogo segun el método de puntuacion de Shackelford
(Toxicologic Pathology, Vol 30, No 1, pp93-96, 2002) de la siguiente manera: 1, minimas; 2, leves; 3, moderadas; 4,
moderadas / severas; 5, severas / altas. Los datos se presentan como la media £+ EEM. Se usé la prueba T para
comparar cada grupo. Los valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos. Todos los estudios se
realizaron de acuerdo con las pautas prescritas por el comité de Cuidado y Uso de Animales en el Centro de Desarrollo
para Biotecnologia de Taiwan.

Los resultados se muestran en las Figuras 10A, 10B, 10C y 10D. Cada grupo de ratones comenz6 a mostrar los
sindromes de EAE el dia 10 y en ese momento la puntuacion clinica promedio fue de aproximadamente 0,5. Después
de que los ratones comenzaron a recibir medicamentos de prueba el dia 11, los ratones a los que se administré 5 mpk
de mAb EN10, 15 mpk de DMF dos veces al dia y la combinacion de mAb EN10 y DMF, respectivamente, comenzaron
a mostrar una desaceleracion en la aparicion de los sindromes de EAE. Los ratones de cada grupo alcanzan la meseta
de la enfermedad alrededor del dia 27. En ese momento, las puntuaciones clinicas maximas promedio de vehiculo, 5
mpk de mAb EN10, 15 mpk e DMF dos veces al dia, y los grupos de combinacion de mAb EN10 y DMF son 4,1 + 0,34
(N=7),29+0,16 (N=7),2,7+ 0,47 (N=7),y 2,4 £ 0,39 (N = 7), respectivamente (FIG. 10A). El estudio finalizo el
dia 32 y 3 ratones en el grupo del vehiculo murieron debido a la progresion de la enfermedad en el periodo de estudio.
No hubo diferencia estadistica en las puntuaciones clinicas maximas promedio en cada grupo, a pesar de que los
ratones tratados con 5mpk de mAb EN10, 15 mpk de DMF dos veces al dia, y la combinacion de mAb EN10 y DMF
mostraron beneficios de los tratamientos, como se evidencia en la disminucién de las puntuaciones clinicas maximas
promedio, aproximadamente 1,2, 1,4 y 1,7, respectivamente, en comparacion con las del grupo de vehiculo.

Estos resultados indican que la inhibicion de la actividad del receptor de plasminégeno ENO1 por el anticuerpo mostré
beneficios clinicos en el modelo terapéutico de EAE de raton, y tres dosis de 5 mpk de mAb EN10 tienen una eficacia
similar a la de 15 mpk de DMF dos veces al dia. Se observaron algunos efectos sinérgicos en el grupo de tratamiento
de la combinacién de mAb EN10 y DMF (FIG. 10A-10D).

Para estudiar los beneficios de la enfermedad EAE de los ratones tratados con mAb EN10 y DMF, se analizaron las

incidencias histopatoldgicas de estas secciones del SNC en ratones. Los elementos analizados incluyen histopatologia
clinica total, desmielinizacién y puntuaciones inflamatorias del SNC y los tejidos examinados incluyen cerebro,
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cerebelo, médula, vértebras cervicales, vértebras toracicas, vértebras lumbares y sacro. Los resultados se muestran
en las Figuras 10B, 10C y 10D.

Las puntuaciones promedio de la incidencia de histopatologia total de los ratones de los grupos de vehiculo, 5 mpk de
mAb EN10, 15 mpk de DMF dos veces al dia, y la combinacion de mAb EN10 y DMF son 40,7 +7,1 (N=3), 15+ 4,4
(N=3),28+5,2(N=3),y 13+ 11,7 (N = 3), respectivamente. Los ratones en el grupo de tratamiento con mAb EN10
y en el grupo de tratamiento con combinaciéon de mAb EN10 y DMF mostraron una diferencia estadistica en las
puntuaciones de incidencia histopatoldgica promedio totales por raton, en comparacion con la del grupo de vehiculo,
con valores de P de 0,025 y 0,004, respectivamente (FIG. 10B). Este resultado indica que los ratones tratados con
mAb EN10 o la combinacién de mAb EN10 y DMF tienen patologia total y beneficios de lesiones en el SNC de la
enfermedad por EAE. Cuando se compararon las puntuaciones de desmielinizacion del SNC, los resultados se
muestran en la Figura 10C. Las puntuaciones promedio totales de desmielinizacion por ratén en el SNC de los grupos
de vehiculo, 5 mpk de mAb EN10, 15 mpk de DMF dos veces al dia, y la combinacion de mAb EN10 y DMF son 13 +
1,8(N=3),43+20,7(N=3),7+1,0(N=3),y3+23(N = 3), respectivamente. Todos los grupos de tratamiento
farmacologico muestran una diferencia estadistica en las puntuaciones promedio de incidencia de desmielinizacion
totales por raton en el SNC, en comparacion con la del grupo de vehiculo, con valores de P de 0,01 para el grupo de
mAb EN10, 0,04 para el grupo de DMF y 0,04 para el grupo de tratamiento con la combinacién, respectivamente. Este
resultado indica que los ratones tratados con mAb EN10, o DMF, o la combinaciéon de mAb EN10 y DMF estan
protegidos por los farmacos probados en este estudio, contra los dafios por desmielinizacién del SNC en el curso de
la enfermedad EAE. Este estudio esta respaldado por los informes de la literatura que indican que DMF tiene efectos
de proteccion de las neuronas en pacientes con EM (Moharregh-Khiabani, D. et al., (2009), Current
Neuropharmacology, 7:60-64; Oh, C.J. (2012) et al., PLoS ONE, 7:1-10). Tres dosis de 5 mpk de mAb EN10 en el
curso de la enfermedad tienen mejor eficacia que la de 30 mpk de DMF al dia.

El otro parametro examinado es la puntuacion de incidencia de infiltracion de leucocitos en el SNC. Los resultados se
muestran en la figura 10D. La puntuacién promedio total de inflamacion total por raton en el SNC de los grupos de
vehiculo, 5 mpk de mAb EN10, 15 mpk de DMF dos veces al dia, y la combinacién de mAb EN10 y DMF son 10,3 +
1,18 (N=3),63+209(N=3),9+1,0(N=3)y 2,7+ 13 (N = 3), respectivamente. Los ratones en el grupo de
tratamiento con mAb EN10 y el grupo de combinacion de mAb y DMF EN10 muestran una diferencia estadistica en la
puntuacion de inflamacion total promedio por raton en el SNC, en comparacion con la del grupo de vehiculo, con
valores de P de 0,05y 0,01, respectivamente (FIG. 10D.) Sin embargo, el DMF no parece tener efectos estadisticos
en la prevencion de la entrada de células inflamatorias en los sitios del SNC afectados. Este resultado sugiere que el
mAb EN10 o el mAb EN10 combinado con DMF puede evitar que los leucocitos se infiltren en el SNC, lo que disminuye
las incidencias de la enfermedad en el SNC, lo que es mas importante para mejorar la desmielinizacion de la neurona
del SNC en los sintomas de la EM.

Ejemplo 11

el resultado de Bae (Bae, S. et al. (2013) J. Immunology. 189:365-372) muestra que la activacion de la actividad del
receptor de plasminégeno ENO1 en la superficie de los monocitos incrementa las citocinas proinflamatorias, por
ejemplo TNFa e ILB, en las PBMC del paciente con artritis reumatoide (AR) y provoca la exacerbacién de
enfermedades. Cuando el epitopo del anticuerpo usado por el estudio de Bae se compara con el mAb EN10, se
descubrié que el mAb EN10 se une a un epitopo diferente del estudio de Bae. El epitopo de la ENO1 antihumana
utilizado en el estudio de Bae se ubica en el extremo N-terminal y la parte central de la proteina ENO1. Sin embargo,
el epitopo de mAb EN10 esta en los restos de aminoacidos de 296 a 336. Dos anticuerpos muestran las diferentes
discrepancias agonistas del receptor de plasminégeno. El anticuerpo utilizado en el estudio de Bae muestra la actividad
agonista, que activa la actividad del receptor de plasminégeno de ENO1. Sin embargo, el mAb EN10 muestra actividad
antagonista cuando el anticuerpo se administré en los monocitos humanos estimulados. Este estudio respalda los
resultados de EM en los ejemplos 8, 9 y 10 y el estudio de Presslor en el modelo inflamatorio de pulmén que la
regulacion por disminucion de la actividad del receptor de plasminégeno ENO1 en monocitos evita que los monocitos
activados se infiltren en los sitios de inflamacion. Ambos resultados sugieren que el efecto terapéutico de los
anticuerpos contra la ENO1 en las enfermedades inmunitarias es dependiente del epitopo y algunos de los anticuerpos
contra la ENO1, como el que se usa en el estudio de Bae, pueden dar como resultado en la exacerbacion de las
enfermedades. Para confirmar la eficacia del mAb EN10 en la AR, se realizé un estudio utilizando un modelo de
roedores con artritis inducida por anticuerpos de colageno. Se inyecto a ratones Balb / ¢ macho de seis semanas de
edad 1,5 mg / ratones de colageno anti-tipo Il monoclonal de ratdn por via intravenosa. Cuatro dias después, se tratd
a los ratones con 50 microgramos / ratén de LPS (E. coli 0111B4) por via intraperitoneal. Los ratones se dividieron en
3 grupos con tres ratones en cada grupo. Cada grupo se traté con 5 mpk de IgG de raton, 5 mpk de mAb EN10y 6
mpk de Enbrel, respectivamente, los dias 1, 3, 5y 7. Se observo a los animales diariamente y los sintomas clinicos se
evaluaron de la siguiente manera: peso corporal (todos los dias), grosor de la almohadilla para la pata (dia 1, 3, 7 y
10), puntuacion de la artritis (dia 3, 7 y 10), patologia (dia 10) y citocinas (ELISA). Los datos se presentan como la
media + EEM. Se us6 un ANOVA seguido de la prueba de comparacion multiple de Newman-Keuls para comparar
tres 0 mas grupos. Los valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos. Todos los estudios se
realizaron de acuerdo con las pautas prescritas por el comité de Cuidado y Uso de Animales en el Centro de Desarrollo
de Biotecnologia, Taiwan. Para el andlisis de citocinas, se abrieron las rodillas y el liquido sinovial se lavé con PBS y
se recogio. Las concentraciones de citocinas se analizaron con un kit ELISA de citocinas.
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El resultado se muestra en la figura. 11A. El dia 7, las puntuaciones promedio de artritis de 10 mpk de mAb EN10, 6
mpk de Enbrel y los grupos de vehiculo son 10 + 0,54 (N=3),12+ 0,8 (N=3)y 12+ 0,3 (N = 3). respectivamente. La
puntuacion promedio de artritis de los ratones tratados con mAb EN10 es estadisticamente diferente de la del grupo
del vehiculo con un valor de P de 0,0001. El dia 10, las puntuaciones promedio de artritis de los grupos de 10 mpk de
mAb EN10, 6 mpk de Enbrel y de vehiculo son 8,9+ 0,53 (N=3),7,2+0,8 (N=3)y 11,7 £ 0,3 (N = 3). respectivamente.
La puntuacion promedio de artritis de los ratones tratados con mAb EN10 y 6 mpk de Enbrel son estadisticamente
diferentes de la del grupo de vehiculo con un valor de P inferior a 0,0001 (FIG. 11A). Los resultados de este estudio
indican que comprometer la actividad del receptor de plasminégeno ENO1 con el mAb EN10 redujo los sintomas de
la AR en el modelo de roedores CAIA. Cuando se analizaron las citocinas IL1b y MMP9 en el liquido sinovial de ratones
CAIA, las concentraciones promedio de MMP9 de los grupos tratados con mAb EN10, tratados con Enbrel y de
vehiculo son 62,5+ 5,34 £+ 9,4y 92,5 + 11,25 ng / ml (N = 3). Para las citocinas ILIb, las concentraciones promedio de
los grupos tratados con mAb EN10, tratados con Enbrel y con vehiculos son 91 + 15,8, 68,9 + 31y 115,6 + 20 pg / ml
(N = 3), respectivamente. Ambas citoquinas estan reguladas por disminucion en los grupos tratados con mAb EN10 y
con Enbrel. Segun los resultados mostrados en las Figuras 11A, 11B y 11C, se puede concluir que en ambos casos,
tres dosis de 10 mpk de mAb EN10 y Enbel tienen efectos terapéuticos en la reduccion de los sintomas de la AR.

Ejemplo 12

El resultado de los ejemplos 9, 10 y 11 sugiere que comprometer la actividad de ENO1 por un anticuerpo antagonista
de ENO1 alivia los sindromes de EM vy artritis reumatoide en modelos de ratones con EAE y CAIA.

Los inventores plantearon la hipétesis de que el epitopo similar de ENO1 de ratén es eficaz en enfermedades
autoinmunes de raton similares. Se contrajeron 10 mg de proteina ENO1 de ratdn para generar el anticuerpo ENO1
anti-raton de rata mediante Genescript Inc. (Piscataway, NJ, USA). Para seleccionar los hibridomas que secretaron el
anticuerpo ENO1 anti-raton de rata, se revistié una placa de ELISA de 96 pocillos con cuatrocientos nanogramos de
proteina ENO1 de ratén y la placa se lavé adicionalmente con PBS. A la placa se afiadieron diluciones en serie de
cada sobrenadante de hibridoma y la placa se incubé a 37 °C durante 1 hora. Se afiadié un ensayo de IgG anti-rata
de cabra conjugada con hipoxantina fosforribosiltransferasa (HPRT). Después de 1 hora, se afadieron 3,3',5,5-
tetrametilbencidina (TMB) y se leyd la DO405. Se sometieron adicionalmente 75 clones positivos de 30.000 hibridomas
con afinidades de union a ENO1 de raton para realizar el ensayo de competicion de mAb EN10 (Figura 12A). Se us6
una placa ELISA recubierta con proteina ENO1 de raton para unir los sobrenadantes individuales (aproximadamente
100 microlitros) de clones de hibridomas positivos. Después de lavar la placa tres veces con PBS, se afiadieron 100
nanogramos de mAb EN10 a la placa y la placa se incub6 a 37 °C durante una hora. Se afiadié un ensayo de IgG anti-
rata de cabra conjugada con hipoxantina fosforribosiltransferasa (HPRT). Después de 1 hora, se afiadieron 3,3',5,5'-
tetrametilbencidina (TMB) y se ley6 la DO405. El resultado se muestra en la Figura12B. Solo 5 de los 75 sobrenadantes
de hibridoma tienen actividades de unién a ENO1 de ratén que compiten por el mAb EN10. Este resultado sugiere que
estos 5 anticuerpos frente a ENO1 anti-ratén de rata pueden tener un epitopo en la ENO1 de ratén similar al de mAb
EN10 en la ENO1 humana.

Ejemplo 13

Para evaluar la afinidad de unién a ENO1 de 5 anticuerpos anti-ENO1 de ratén, se cultivaron hibridomas en 25 ml de
medio SFM (Gibco Inc). Después de una semana de cultivo, se recogio el sobrenadante individual. El anticuerpo se
purificé adicionalmente con un 40 % de sulfato de amonio y una columna de proteina A (kit de purificacion de
anticuerpos Montage Millipore). El anticuerpo purificado se concentrd con un dispositivo de filtro centrifugo Amicon
Ultra-15, siguiendo los protocolos proporcionados por el fabricante (Millpore Inc).

Una placa ELISA de 96 pocillos se revisti6 con 400 nanogramos de proteina ENO1 de ratén y la placa se lavo
adicionalmente con PBS. A la placa se afiadieron diluciones en serie de 1x10"'2a 1x10® M de anticuerpo individual y
la placa se incubdé a 37 °C durante 1 hora. Se afiadié una IgG anti-rata de cabra conjugada con hipoxantina
fosforribosiltransferasa (HPRT). Después de 1 hora, se afiadieron 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) y se leyo la
DO405. Cada estudio se repitié tres veces. Los datos se presentaron como la media + desviacion estandar. Las
lecturas de la DO y las concentraciones de anticuerpos se utilizaron para hacer un grafico de dispersion multiple
utilizando Sigmaplot. Los valores de Kd se predijeron mediante un ajuste logistico de cuatro parametros.

Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 13. El valor de la Kd de los anticuerpos individuales varia
de 3,90 + 0,66 x107"°M (N = 3) a 3,39 + 1,89 X10® M(N=3). Debido a la baja productividad del clon 12D9, se eligic 7E5
para realizar el estudio adicional.

Ejemplo 14
En los Ejemplos 9 y 10, el resultado indica que la administracion del anticuerpo ENO1 confiere beneficios clinicos en
los modelos profilacticos y terapéuticos de ratones con EAE. Para explorar si 7E5 tiene los efectos terapéuticos

similares del mAb EN10 sobre la EM, se usé un modelo terapéutico de EAE de raton en el siguiente estudio. A 18
ratones CB57 / BL / 6 hembra de siete a 10 semanas de edad se administré por via subcutanea 100 microgramos de
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MOG p35-55 en adyuvante completo de Freud y luego se les inyecté por via intraperitoneal 100 ng de toxina pertussis.
Al tercer dia, se administro otra dosis de 100 ng de toxina pertussis. Los animales se observaron diariamente y los
sintomas clinicos se evaluaron de la siguiente manera: 0, sin signos; 1, disminucién del tono de la cola; 2, monoparesia
leve o paresia; 3, paraparesia severa; 4, paraplejia y / o tetraparesia; 5 moribundos o muerte. Hasta aproximadamente
el dia 10, momento en el que la puntuacién clinica promedio de los ratones fue de aproximadamente 0,5, los ratones
se dividieron aleatoriamente en 3 grupos con 6 ratones en cada grupo. Los dias 11, 13 y 15, a los ratones del grupo 1
se les inyectaron 5 mpk de mAb 7ES5 por via subcutanea. A los ratones del grupo 2 se les inyectaron 20.000 unidades
de Betaferon por via subcutanea. El grupo 3 fue el grupo de control al que se inyecté vehiculo PBS por via subcutanea.

Al final del estudio, se recolectaron los tres ratones con las puntuaciones clinicas maximas cercanas a la media de
cada grupo y se perfundié en la totalidad de soluciéon de Bouin. Los cerebros y la médula espinal de estos ratones se
fijaron con formalina al 10 %, se seccionaron y se tifieron con azul Luxol rapido, asi como con hematoxilina y eosina
(H&E). Las puntuaciones histopatoldgicas de las lesiones inflamatorias meningeas y parenquimatosas de la
desmielinizacion fueron evaluadas por un anatomopatélogo segun el método de puntuacion de Shackelford
(Toxicologic Pathology, Vol 30, No 1, pp93-96, 2002) de la siguiente manera: 1, minimas; 2, leves; 3, moderadas; 4,
moderadas / severas; 5, severas / altas. Los datos se presentan como la media £+ EEM. Se usé la prueba T para
comparar cada grupo. Los valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos. Todos los estudios se
realizaron de acuerdo con las pautas prescritas por el comité de Cuidado y Uso de Animales en el Centro de Desarrollo
de Biotecnologia, Taiwan.

Los resultados se muestran en las Figuras 14A, 14B, 14C y 14D. Cada grupo de ratones comenz6 a mostrar los
sindromes de EAE el dia 10 y en ese momento la puntuacion clinica promedio fue de aproximadamente 0,5. Después
de que los ratones comenzaron a recibir medicamentos de prueba el dia 11, los ratones a los que se administré 5 mpk
de mAb 7E5 y 20.000 unidades de Betaferon, respectivamente, comenzaron a mostrar una disminucion en la aparicion
de sindromes de EAE. Los ratones de cada grupo alcanzan la meseta de la enfermedad alrededor del dia 27. En ese
momento, las puntuaciones clinicas maximas promedio de los grupos tratados con vehiculo, 5 mpk de mAb 7E5 y
20.000 unidades de Betaferon son 2,6 + 0,9 (N =6), 1,6 £ 0,5 (N =6) y 2,1 + 0,4 (N = 6), respectivamente (Figura
14A). No hubo diferencias estadisticas en las puntuaciones clinicas maximas promedio en cada grupo, a pesar de que
los ratones tratados con mAb 7E5 y 20.000 unidades de Betaferon mostraron beneficios de los tratamientos, como se
evidencia en la disminucion de las puntuaciones clinicas maximas promedio, aproximadamente 1,0 y 0,5.
respectivamente, en comparacion con la del grupo de vehiculo. Estos resultados indican que el anticuerpo 7ES5 tiene
una inhibicién similar de la actividad del receptor de plasminégeno ENO1, mientras que el mAb EN10 mostré beneficios
clinicos en el modelo terapéutico de EAE de ratén, aunque se unen a diferentes especies de ENO1 con epitopo similar.

Para estudiar los beneficios de la enfermedad EAE de los ratones tratados con mAb 7E5 y Betaferon, se analizaron
las incidencias histopatologicas de estas secciones del SNC en ratones. Los elementos analizados incluyen
histopatologia clinica total, desmielinizacion y puntuaciones inflamatorias del SNC vy los tejidos examinados incluyen
cerebro, cerebelo, médula, vértebras cervicales, vértebras toracicas, vértebras lumbares y sacro. Los resultados se
muestran en las Figuras 14B, 14C y 14D.

Las puntuaciones promedio de la incidencia de la histopatologia total de los ratones de los grupos tratados con
vehiculo, 5 mpk de mAb 7E5 y 20.000 unidades de Betaferon son 40,7 + 6,8 (N=3), 14,7+9. (N=3)y 41,8 +3,4 (N
= 3), respectivamente. Los ratones en el grupo de tratamiento con mAb 7E5 mostraron una diferencia estadistica en
las puntuaciones promedio de incidencia histopatoldgica total por ratén, en comparacion con la del grupo de vehiculo,
con valores de P de 0,025 (FIG. 14B). Este resultado indica que los ratones tratados con mAb 7ES5 tienen beneficios
de patologia total y lesiones en el SNC de la enfermedad EAE. Cuando se compararon las puntuaciones de
desmielinizacion del SNC, los resultados se muestran en la Figura 14C. Las puntuaciones promedio de
desmielinizacion total por ratén en el SNC de los grupos tratados con vehiculo, 5 mpk de mAb 7E5 y 20.000 unidades
de Betaferon son 12,2 + 0,8 (N=3),51+ 1,4 (N=3)y 9,1+ 1,1 (N = 3), respectivamente. El grupo de mAb 7E5
muestra una diferencia estadistica en las puntuaciones promedio de incidencia de desmielinizacion total por ratén en
el SNC, en comparacion con la del grupo de vehiculo, con valores de P de 0,01. Este resultado indica que los ratones
tratados con mAb 7E5 estan protegidos, por los medicamentos probados en este estudio, de los dafios por
desmielinizacion del SNC en el curso de la enfermedad EAE.

El otro parametro examinado es la puntuacion de incidencia de infiltracion de leucocitos en el SNC. Los resultados se
muestran en la figura 14D. La puntuacion promedio de inflamacién total por raton en el SNC de los grupos tratado con
vehiculo, 5 mpk de mAb 7E5 y 20.000 unidades de Betaferones 10+ 1,9 (N=3),4,6 £2,7 (N=3)y 9,2+ 2,6 (N = 3),
respectivamente. Los ratones en el grupo de tratamiento con mAb 7E5 muestran una diferencia estadistica en la
puntuacion promedio de inflamacion total por raton en el SNC, en comparacion con la del grupo de vehiculo, con
valores de P de 0,05 (FIG. 14D). Sin embargo, Betaferon no parece tener efectos estadisticos en la prevencion de la
entrada de células inflamatorias en los sitios afectados del SNC. Este resultado sugiere que lo mismo que mAb EN10
mAb 7E5 puede evitar que los leucocitos se infiliren en el SNC, lo que disminuye las incidencias de patologia en el
SNC, lo que es mas importante para mejorar la desmielinizacion de la neurona del SNC en los sintomas de EM. Los
resultados de los inventores sugieren que la region peptidica de la ENO1 humana de los aminoacidos nimero 296 a
336 (SEC ID NO: 39), incluidas las secuencias peptidicas FDQDDWGA WQKFTA (SEC ID NO: 40) y KRIAKAVNEKS
(SEQ ID NO:41) son muy importantes para que un anticuerpo inhiba la actividad del receptor de plasmindgeno y como
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agente terapéutico para tratar las enfermedades inmunitarias respecto a los monocitos, incluso en los ratones, la MOA
es eficaz.

Los resultados de los Ejemplos 9, 10, 11 y 14 indican que la inhibicién de la actividad del receptor de plasminégeno
ENO1 por los anticuerpos ENO1, independientemente de la especie, puede disminuir la activacion del plasmindgeno,
inhibir la cascada de UPAS vy reducir la degradacion de la actividad de la matriz extracelular. Como resultado, se inhibe
la infiltracién de monocitos inflamatorios para dafar las células afectadas y esta inhibicion mejora los sintomas de las
inflamaciones en NIl, EM en EAE y AR en modelos de CAIA. Por lo tanto, apuntar al receptor de plasminégeno ENO1
en la superficie de las células activadas (como los monocitos) se puede usar para tratar enfermedades inflamatorias y
el anticuerpo frente a ENO1 contra la region peptidica de la ENO1 humana desde el nimero de aminoacidos 296 a
336 (SEQ ID NO: 39), incluidas las secuencias peptidicas FDQDDWGA WQKFTA (SEQ ID NO:40) y KRIAKAVNEKS
(SEQ ID NO:41) es util como un farmaco terapéutico para los pacientes con enfermedades inmunitarias.

Aunque la invencion se ha descrito con respecto a un numero limitado de realizaciones, los expertos en la técnica,
que se benefician de esta divulgacion, apreciaran que pueden idearse ofras realizaciones que no se aparten del
alcance de la invencién como se describe en el presente documento. En consecuencia, el alcance de la invencion
debe estar limitado Unicamente por las reivindicaciones adjuntas.

Listado de secuencias
<110> Development Center for Biotechnology

<120> ANTICUERPOS ESPECIFICOS DE LA ALFA-ENOLASA Y METODO DE USO EN ENFERMEDADES
INMUNITARIAS

<130> 17787/017WO1

<150> 61/919,391
<151>20/12/2013

<160> 41
<170> PatentIn versién 3.5

<210>1

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 1
ggatccgcag caaacttcag ggaagccatg 30

<210> 2

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 2
ggatcctcga agatcccttt gaccaggatg 30

<210> 3

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 3
tcaggctgaa aatctctcat ccge 24
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<210> 4

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 4
ggatcctatc tattctcaag atccatgcc

<210>5

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 5
ctcgaggtca tggtgtctca tcgttcgetc gag

<210> 6

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 6
gtaaacaacg acggcgag

<210>7

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400>7
caggaaacag ctatgac

<210> 8

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 8
ctcgagaggg atcttcgata gacaccactg gg

<210>9

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 9
ctcgagctac ctggattcct gcactggcetg
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<210> 10

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 10
ctcgagactt ctcgttcacg gecttggega tc

<210> 11

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 11
ctcgagactt ctcgttcacg gecttggega tec

<210> 12

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 12
ctcgagcagt ctcceccecgaa cgatgagaca cc

<210> 13

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 13
ctcgagcacc agtcttgatc tgcccagtge ac

<210> 14

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 14
gatccctttg accaggatgc ctggggagct tggcag

<210> 15

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 15
ctgccaagct ccccaggceat cctggtcaaa gggatc

32

33

32

32

36

36
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<210> 16

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 16
ccctttgacc aggatgacgc gggagcettgg cagaag

<210> 17

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 17
cttctgccaa gctcccgegt catcectggtc aaaggg

<210> 18

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 18
ctttgaccag gatgactggg cagcttggca gaagttc

<210> 19

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 19
gaacttctgc caagctgccc agtcatcctg gtcaaag

<210> 20

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 20
gactggggag cttgggcgaa gttcacagcc agtgca

<210> 21

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 21
tgcactggct gtgaacttcg cccaagctcec ccagtc

36

36

37

37

36

36
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<210> 22

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 22
ggggagcttg gcaggcgttc acagccagtg cagg

<210> 23

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 23
cctgcactgg ctgtgaacgc ctgccaagct cccc

<210> 24

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 24
ggcagaagtt cacaggcagt gcaggaatcc aggtag

<210> 25

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 25
ctacctggat tcctgcactg cctgtgaact tetgee

<210> 26

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 26
tcacagtgac caacccagcg aggatcgcca aggcc

<210> 27

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 27
gccttggega tectecgetgg gttggtcact gtgag

34

34

36

36

35

35
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<210> 28

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 28
caacccaaag aggatcgcecg cggcecgtgaa cgagaag

<210> 29

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 29
cttctcgttc acggecgegg cgatectctt tgggttg

<210> 30

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 30
gaggatcgcc aaggecgtgg ccgagaagtc ctgcaac

<210> 31

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 31
gttgcaggac ttctcggcca cggccttgge gatectc

<210> 32

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 32
gatcgccaag gccgtgaacg cgaagtectg caactg

<210> 33

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 33
gcagttgcag gacttcgegt tcacggcectt ggcgatc

37

37

37

37

36

37
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<210> 34

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 34
gccaaggccg tgaacgaggc gtcctgcaac tgectc

<210> 35

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 35
gaggcagttg caggacgcect cgttcacggc cttgge

<210> 36

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 36
caaggccgtg aacgcggcegt cctgcaactg cctectg

<210> 37

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 37
caggaggcag ttgcaggacg ccgcgttcac ggccttg

<210> 38

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 38
gcaaggggca ccagtcttga tctg

<210> 39

<211> 82

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 39

36

36

37

37
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Trp

Gly

Asn

Thr

Asn
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10
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<210> 40
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<212> PRT
<213> Homo sapiens
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1

<210> 41
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<212> PRT
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REIVINDICACIONES

1. Una composiciéon farmacéutica para su uso en el tratamiento de una enfermedad inflamatoria o un trastorno
inmunitario, que comprende un anticuerpo, o un fragmento scFv, Fab o F(ab), del mismo, contra ENO1, en donde el
anticuerpo, o el fragmento scFv, Fab o F(ab). del mismo, se une especificamente a un epitopo en ENO1 e inhibe la
actividad del receptor de plasmindgeno ENO1, en donde el epitopo esta situado en una regidon que consiste en la
secuencia de 2°FDQDDWGAWQKFTASAGIQVVGDDLTVTNPKRIAKAVNEKS3® (SEQ ID NO:39) de la ENO1
humana.

2. La composicion farmacéutica para el uso de la reivindicacion 1, en la que el epitopo esta situado en una region que
consiste en la secuencia de 2 FDQDDWGAWQKFTA3 (SEQ ID NO:40) o 3°KRIAKAVNEKS?%¢ (SEQ ID NO:41) de
la ENO1 humana.

3. La composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en la que el
anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

4. La composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que el
anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo
madurado por afinidad, un anticuerpo humano, un anticuerpo biespecifico y un conjugado de anticuerpo y farmaco(
CAF).

5. La composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que el
anticuerpo puede unirse especificamente al receptor de plasminégeno ENO1 de monocitos o leucocitos.

6. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde la
enfermedad inflamatoria o el trastorno inmunitario se selecciona del grupo que consiste en esclerosis multiple, artritis
reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, lupus eritematoso sistémico, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC), asma, alergia, psoriasis, diabetes mellitus de tipo 1, osteoporosis, arteroesclerosis y una combinacion
de los mismos en un sujeto.

7. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que comprende
ademas un inmunomodulador.
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FIG.6B
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FIG.7B

Nombres de ENO1 mutantes
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FIG.14B
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