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DESCRIPCIÓN

Proteínas de unión a osteoprotegerina y receptores.

Campo de la invención

La presente invención se refiere a polipéptidos que están implicados en la diferenciación de osteoclastos. Más
particularmente, la invención se refiere a proteínas de unión de osteoprotegerina, ácidos nucleicos que codifican las
proteínas, vectores de expresión y células huésped para la producción de las proteínas, y ensayos de unión. También
se describen composiciones y métodos para el tratamiento de enfermedades óseas, tales como osteoporosis, pérdida
masa ósea en artritis, enfermedad de Paget e hipercalcemia.

La invención también se refiere a receptores para proteínas de unión de osteoprotegerina y métodos y composicio-
nes para el tratamiento de enfermedades óseas que usan los receptores.

Antecedentes de la invención

La vida del tejido óseo exhibe un equilibrio dinámico entre la deposición y la resorción ósea. Estos procesos están
mediados principalmente por dos tipos de células: los osteoblastos, que secretan moléculas que comprenden la matriz
orgánica del hueso; y los osteoclastos, que promueven la disolución de la matriz ósea y la solubilización de sales
óseas. En individuos jóvenes con hueso en crecimiento, la tasa de deposición ósea excede a la velocidad de resorción
ósea, mientras que en individuos de mayor edad la tasa de resorción puede exceder a la de deposición. En la situación
última, el aumento de la degradación del hueso conduce a una reducción de la masa y resistencia óseas, un aumento
del riesgo de fracturas, y a una reparación lenta o incompleta de las fracturas.

Los osteoclastos son grandes células multinucleadas fagocitarias que se forman a partir de células precursoras he-
matopoyéticas en la médula ósea. Aunque el crecimiento y la formación de osteoclastos maduros funcionales no sean
del todo comprendidos, se piensa que los osteoclastos maduran a lo largo del linaje celular monocito/macrófago en
respuesta a la exposición a varios factores que promueven el crecimiento. El inicio del desarrollo de células precur-
soras de la médula ósea en preosteoclastos se piensa que es mediado por factores solubles tales como el factor-α de
necrosis tumoral (TNF-β), el factor-β de necrosis tumoral (TNF-β), la interleuquina-1 (IL-1), interleuquina-4 (IL-4),
interleuquina-6 (IL-6), y el factor inhibidor de la leucemia (LIF). En cultivo, los preosteoclastos se forman en presen-
cia del factor estimulante de colonias de macrófagos (M-CSF) añadido. Estos factores actúan principalmente en las
primeras etapas del desarrollo de los osteoclastos. La participación de factores polipeptídicos en las etapas terminales
de la formación del osteoclasto no ha sido publicada extensivamente. Se ha publicado, sin embargo, que la hormona
paratiroidea estimula la formación y la actividad de los osteoclastos y que la calcitonina tiene el efecto opuesto, aunque
con un grado menor.

Recientemente, se ha descrito que un nuevo factor polipeptídico, llamado osteoprotegerina (OPG), regulaba nega-
tivamente la formación de osteoclastos in vitro e in vivo (véanse los documentos cedidos legalmente y en tramitación
con la presente de EE.UU. con los Nos. 08/577.788 presentado el 22 de Diciembre de 1995, 08/706.945 presentado
el 3 de Septiembre de 1996, y 08/771,777, presentado el 20 de Diciembre de 1996, incorporados en este documento
como referencia; y la solicitud PCT Nº WO96/26271). El OPG aumentaba drásticamente la densidad ósea en ratones
transgénicos que expresaban el polipéptido OPG y reducía el grado de pérdida ósea cuando se administraba a ratas
ovariectomizada. Un análisis de la actividad de OPG en la formación de osteoclastos in vitro reveló que el OPG no
interfiere en el crecimiento y la diferenciación de precursores de monocitos/macrófagos, aunque lo más probable-
mente bloquee la diferenciación de osteoclastos de precursores de monocitos/macrófagos. Así, el OPG parece tener
especificidad en la regulación del grado de formación de osteoclastos.

El OPG comprende dos dominios polipeptídicos que tienen propiedades estructurales y funcionales diferentes.
El dominio amino terminal que atraviesa aproximadamente los restos 22-194 del polipéptido de cadena entera (la
metionina del extremo N-terminal es el resto denominado 1) muestra homología frente a otros miembros de la familia
del receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR), especialmente TNFR-2, por la conservación de dominios ricos en
cisteína característicos de miembros de la familia TNFR. El dominio del extremo carboxi terminal que atraviesa los
restos 194-401 no tiene ninguna homología significativa respecto a ninguna secuencia conocida. A diferencia de un
número de otros miembros de la familia TNFR, el OPG parece ser exclusivamente una proteína secretada y no parece
que sea sintetizada como una forma asociada a la membrana.

Basado en su actividad como un regulador negativo de la formación de osteoclastos, se postula que el OPG puede
unirse a un factor polipeptídico implicado en la diferenciación de osteoclastos y que bloquea así una o varias etapas
terminales que conducen a la formación de un osteoclasto maduro.

Por lo tanto, un objeto de la invención es identificar polipéptidos que interactuan con OPG. Dichos polipéptidos
pueden desempeñar un papel en la maduración de los osteoclastos y pueden ser útiles en el tratamiento de enfermeda-
des óseas.
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Sumario de la invención

Un nuevo miembro de la familia del factor de necrosis tumoral ha sido identificado a partir de una genoteca de
cADN murina expresado en células COS seleccionados usando una proteína de fusión OPG-Fc recombinante como
una sonda de afinidad. El nuevo polipéptido es una proteína de unión de OPG transmembránica que se predice que tiene
316 aminoácidos de longitud, y que tiene un un dominio citoplásmico amino terminal, un dominio transmembránico,
y un dominio extracelular carboxi terminal. Las proteínas de unión de OPG de la invención pueden estar asociadas a
la membrana o pueden estar en forma soluble.

La invención proporciona ácidos nucleicos que codifican una proteína de unión de OPG, vectores y células hués-
ped que expresan el polipéptido, y el método para producir la proteína de unión de OPG recombinante. También se
proporcionan anticuerpos o sus fragmentos que se unen específicamente a la proteína de unión de OPG.

Las proteínas de unión de OPG pueden ser usadas en ensayos para cuantificar los niveles de OPG en muestras
biológicas, para identificar células y tejidos que muestran la proteína de unión de OPG, y para identificar el nuevo
OPG y miembros de la familia de la proteína de unión de OPG. También se proporcionan métodos para identificar los
compuestos que interactuan con la proteína de unión de OPG. Tales compuestos incluyen ácidos nucleicos, péptidos,
proteínas, carbohidratos, lípidos o moléculas orgánicas de pequeño peso molecular y pueden actuar como agonistas o
antagonistas de la actividad de la proteína de unión de OPG.

Las proteínas de unión de OPG están implicadas en la diferenciación de osteoclastos y el nivel de la actividad de
osteoclastos a su vez modula la resorción del hueso. Los agonistas y antagonistas de la proteína de unión de OPG mo-
dulan la formación de osteoclastos y la resorción ósea y pueden usarse para tratar enfermedades óseas caracterizadas
por cambios en la resorción ósea, tales como la osteoporosis, hipercalcemia, pérdida ósea debido a la metástasis de
artritis, inmovilización o enfermedad periodontal, enfermedad de Paget, osteopetrosis, aflojamiento protésico y otros
similares. Las composiciones farmacéuticas que comprenden proteínas de unión de OPG y agonistas de la proteína de
unión de OPG y antagonistas también están comprendidas de acuerdo con la invención.

También se han identificado receptores para proteínas de unión de OPG a partir de una genoteca de cADN marino
construida a partir de células de médula ósea que se unen a una proteína de unión de OPG con marcador fluorescente.
Los receptores pueden ser usados para identificar agonistas y antagonistas de interacciones de la proteína de unión de
OPG con su receptor que pueden usarse para tratar enfermedades óseas.

Descripción de las figuras

Figuras 1A-F. Estructura y secuencia del inserto 32-F3 que codifica para la proteína de unión de OPG. El dominio
de transmembrana predicho y los sitios para las cadenas de carbohidrato unidas por asparagina están subrayados.

Figuras 2A-C. Expresión de la proteína de unión de OPG en células COS-7 transfectadas con pcADN/32D-F3. Las
células fueran lipofectadas con ADN de pcADN/32D-F3, las analizadas para unirse tanto a un conjugado de fosfatasa
alcalina de IgG1 antihumano de cabra (secundario solo), OPG[22-201]-Fc humano más (OPG-Fc) secundario, como a
una proteína de fusión Fc-dominio extracelular de ATAR quimérico (sATAR-Fc). El ATAR es un nuevo miembro de la
superfamilia de TNFR, y la proteína de fusión sATAR-Fc sirve como un control tanto de la unión del dominio de IgG1
Fc humano, como de la proteína relacionada de TNFR genérica, que se une a moléculas de la superficie celular de 32D.

Figura 3. Expresión de la proteína de unión de OPG en tejidos humanos. Análisis Northern blot de mARN de
tejido humano (Clontech) utilizando una sonda de hibridación derivada de 32D-F3 radiomarcada. La masa molecular
relativa se indica a la izquierda en pares de kilobases (kb). La flecha en el lado superior derecho indica la migración
de una transcripción de aproximadamente 2,5 kb detectada en el mARN del nodo de linfa. Una banda muy débil de la
misma masa también se detecta en hígado fetal.

Figuras 4A-F. Estructura y secuencia del inserto pcADN/hu OPGbp 1.1 que codifica la proteína de unión de OPG
humana. El dominio de transmembrana predicho y el sitio para cadenas de carbohidratos unidos por asparagina están
subrayados.

Figura 5. Estimulación del desarrollo de osteoclastos in vitro a partir de cocultivos macrófagos de médula ósea y
células ST2 tratados con proteína de unión de OPG recombinante murina [158-316]. Los cultivos fueron tratados con
concentraciones variables de proteína de unión de OPG murina en el intervalo de 1,6 a 500 ng/ml. Después de 8-10
días, los cultivos fueron lisados, y la actividad de TRAP fue medida por ensayo de solución. Además, algunos cultivos
fueron tratados simultáneamente con 1, 10, 100, 500, y 1000 ng/ml de la proteína OPG -Fc [22-401] recombinante
murina. La proteína de unión de OPG murina induce una estimulación dependiente de la dosis en la formación de
osteoclastos, mientras que OPG [22-401]-Fc inhibe la formación de osteoclastos.

Figura 6. Estimulación del desarrollo de osteoclastos a partir de precursores de la médula ósea in vitro en presencia
de M-CSF y proteína de unión de OPG [158-316] murina. Se tomó médula ósea de ratón, y se cultivó en presencia
de 250, 500, 1000 y 2000 U/ml de M-CSF. Concentraciones variables de proteína de unión de OPG [158-316], en el
intervalo de 1,6 a 500 ng/ml, fueron añadidas a estos mismos cultivos. El desarrollo de osteoclastos fue medido por
ensayo de solución de TRAP.
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Figuras 7A-C. Osteoclastos derivados de células de médula ósea en presencia de proteína de unión [158-316] de
tanto M-CSF como OPG reabsorben hueso in vitro. Las células de médula ósea tratadas con proteína de unión de M-
CSF, OPG, o con ambos factores combinados, fueron puestas en placas en cortes óseos en pocillos de cultivo, y se
dejaron desarrollar en osteoclastos maduros. Los cultivos resultantes entonces fueron teñidos con Azul de Toluidina
(columna izquierda), o para detectar histoquímicamente la actividad enzimática de TRAP (columna derecha). En los
cultivos que recibieron ambos factores, se formaron osteoclastos maduros que fueron capaces de erosionar el hueso
como se observa por la presencia de hoyos teñidos de azul en la superficie del hueso. Esto se correlacionó con la
presencia de células positivas TRAP grandes múltiples multinucleadas.

Figura 8. Gráfico que muestra los niveles de calcio ionizados (iCa) de sangre entera de ratones a los que se les
inyectó proteína de unión de OPG, 51 horas después de la primera inyección, y en ratones que también recibieron la
administración de OPG simultánea. La proteína de unión de OPG aumentó significativamente y dependientemente de
la dosis los niveles de iCa. OPG (1mg/kg/día) bloqueó completamente el aumento de iCa a una dosis de la proteína
de unión de OPG de 5 µg/día, y bloqueó parcialmente el aumento a una dosis de la proteína de unión de OPG de 25
µg/día. (*), diferente al control tratado con vehículo (p <0,05). (#), nivel de iCa tratado con OPG considerablemente
diferente al nivel en ratones que recibieron aquella dosis de proteína de unión de OPG sola (p <0,05).

Figuras 9A-D. Radiografías del fémur izquierdo y la tibia en ratones tratados con 0, 5, 25 ó 100 µg/día de proteína
de unión de OPG durante 3,5 días. Hay una disminución dependiente de la dosis en la densidad ósea más claramente
evidente en la metafisis tibial proximal de estos ratones, y que es profunda a una dosis de 100 µg/día.

Figuras 10A-F. Secuencia de cADN de ODAR murina y secuencia de la proteína. Se muestra la secuencia de ácido
nucleico del clón de cADN de ∼2,1 kb, y la traducción del marco de lectura abierto largo del resto 625 indicado
anteriormente. El péptido señal hidrófobo está subrayado, y la secuencia transmembrana hidrófoba (restos 214-234)
está en negrita. Los restos de cisteína que comprenden los motivos de repetición ricos en cisteína en el dominio
extracelular están en negrita.

Figuras 11A-C. Tinción inmunofluorescente de la unión de ODAR-Fc a células transfectadas de la proteína de
unión de OPG. Las células COS-7 transfectadas con el plásmido de expresión de la proteína de unión de OPG fueron
incubadas con IgG Fc humano (panel superior), ODAR-Fc (panel medio) o OPG-Fc (panel inferior). Un anticuerpo
IgG Fc antihumano de cabra FITC-marcado fue usado como anticuerpo secundario. Fueron examinadas células de
unión positivas por microscopía confocal.

Figuras 12A-H. Efectos de ODAR-Fc en la generación de osteoclastos a partir de médula ósea de ratón in vitro.
Cultivos de médula ósea murinos fueron realizados como en el Ejemplo 8 y fueron expuestos a la proteína de unión
de OPG (5 ng/ml) y CSF-1 (30 ng/ml). Fueron añadidas varias concentraciones de ODAR-Fc en el intervalo de 1500
ng/ml a 65 ng/ml. La formación de osteoclastos fue evaluada por citoquímica de TRAP y el ensayo de solución de
TRAP después de 5 días en cultivo.

Figura 13. Densidad de mineral de hueso en ratones después de tratamiento durante cuatro días con ODAR-Fc a
dosis variables. Los ratones recibieron ODAR-Fc por inyección subcutánea diaria en un vehículo de solución salina
tamponado con fosfato. La densidad mineral fue determinada a partir de huesos fijados en ETOH del 70% en ratones
con metafisis tibial proximal por tomografía computerizada cuantitativa periférica (pQCT) (XCT-960M, Nordland
Medical Systems, Ft Atkinson, WI). Fueron analizados dos cortes transversales de 0,5 mm de hueso, 1,5 mm y 2,0
mm del extremo proximal de la tibia (XMICE 5.2, Stratec, Alemania) para determinar la densidad de mineral de
hueso total en la metafisis. Un umbral de separación de tejido blando de 1500 fue usado para definir el límite del hueso
metafisaria. ODAR-Fc produjo un aumento significativo de la densidad de mineral óseo en la metafisis tibial proximal
de una manera dependiente de la dosis. Grupo n = 4.

Descripción detallada de la invención

La invención proporciona un polipéptido como una proteína de unión de OPG, que se une específicamente a OPG
y que está implicado en la diferenciación de osteoclastos. Un clón de cADN que codifica la forma murina del polipép-
tido fue identificado a partir de una genoteca preparada a partir de una línea celular 32-D mielomonocítica de ratón
y fue transfectado en células COS. Los transfectantes fueron seleccionados por su capacidad de unirse a un polipép-
tido de fusión OPG [22-201]-Fc (Ejemplo 1). La secuencia de ácidos nucleicos reveló que la proteína de unión de
OPG es un nuevo miembro de la familia de TNF y que está más estrechamente asociada con AGP-1, un polipéptido
antes descrito en el documento de EE.UU. cedido legalmente y en tramitación con la presente con el Nº 08/660.562,
presentado el 7 de Junio de 1996. (Un polipéptido idéntico a AGP-1 denominado TRAIL se describe en Wiley et al.
Immunity 3, 673-682 (1995)). La proteína de unión de OPG se predice que es una proteína transmembrana tipo II
de que tiene un dominio citoplasmático en el extremo amino, un dominio transmembrana, y un dominio extracelular
carboxi terminal (Figuras 1A-F). El dominio citoplásmico amino terminal atraviesa aproximadamente los restos 1-
48, el dominio transmembrana atraviesa aproximadamente los restos 49-69 y el dominio extracelular atraviesa apro-
ximadamente los restos 70-316 como se muestra en las Figuras 1A-F (SEQ ID NO: 2). La proteína asociada a la
membrana se une específicamente a OPG (Figuras 2A-C). Así la proteína de unión de OPG y OPG comparten muchas
características de un par receptor-ligando aunque es posible que existan otros receptores naturales para la proteína de
unión de OPG.
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Un clon de ADN que codifica la proteína de unión de OPG humana fue aislado a partir de una genoteca de cADN
de nodo de linfa. La secuencia humana (Figuras 4A-F) es homóloga a la secuencia murina. La proteína de unión de
OPG murina purificada soluble estimuló la formación de osteoclastos in vitro e indujo hipercalcemia y resorción ósea
in vivo.

La proteína de unión de OPG se refiere a un polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos de una proteína
de unión de OPG de mamífero, o su fragmento, análogo, o derivado, y que tiene al menos la actividad de unirse a
OPG. En realizaciones preferidas, la proteína de unión de OPG es de origen murino o humano. En otra realización, la
proteína de unión de OPG es una proteína soluble que tiene, en una forma, un dominio extracelular aislado separado
de los dominios citoplásmicos y transmembránicos. La proteína de unión de OPG está implicada en la diferenciación
de osteoclastos y en el grado y la extensión de la resorción ósea, y fue encontrado que estimulaba la formación de
osteoclastos y que estimulaba la resorción ósea.

Ácidos nucleicos

La invención proporciona ácidos nucleicos aislados que codifican proteínas de unión de OPG. Como se usa en este
documento, la expresión ácido nucleico comprende cADN, ADN genómico, ADN totalmente o parcialmente sintético
y ARN. Los ácidos nucleicos de la invención son seleccionados a partir del grupo que consiste en:

a) los ácidos nucleicos que se muestran en las Figuras 1A-F (SEQ ID NO: 1) y Figuras 4A-F (SEQ ID NO: 3);

b) los ácidos nucleicos que se hibridan con las regiones que codifican el polipéptido de los ácidos nucleicos mos-
trados en las Figuras 1A-F (SEQ ID NO: 1) y las Figuras 4A-F (SEQ ID NO: 3); y que permanecen hibridados a los
ácidos nucleicos en fuertes condiciones rigurosas; y

c) los ácidos nucleicos que son degenerados respecto a los ácidos nucleicos de (a) o (b).

Las hibridaciones de ácidos nucleicos típicamente implican un procedimiento de varias etapas que comprende una
primera etapa de hibridación para formar doble hélices de ácidos nucleicos a partir de cadenas sencillas seguido de
una segunda etapa de hibridación llevada a cabo en condiciones más rigurosas para conservar selectivamente las doble
hélices de ácidos nucleicos que tienen la homología deseada. Las condiciones de la primera etapa de hibridación no
son generalmente cruciales, a condición de que no sean más rigurosas que las de la segunda etapa de hibridación.
Generalmente, la segunda hibridación se lleva a cabo en condiciones de alta rigurosidad, en la que las condiciones de
“alta rigurosidad” se refieren a condiciones de temperatura y sal que son de aproximadamente 12-20ºC por debajo de
la temperatura de fusión (Tm) de un híbrido perfecto de parte o todas las cadenas complementarias correspondientes a
las Figuras 1A-F (SEQ. ID. NO: 2) y Figuras 4A-F (SEQ ID NO: 4). En una realización, las condiciones de “alta rigu-
rosidad” se refieren a condiciones de aproximadamente 65ºC y no más de aproximadamente Na+ 1 M. Se entiende que
la concentración de sales, la temperatura y/o el tiempo de incubación pueden ser variados en la primera o en la segunda
etapa de hibridación tal que se obtengan las moléculas de ácidos nucleicos hibridantes de acuerdo con la invención.
Las condiciones para la hibridación de ácidos nucleicos y los cálculos de Tm para los híbridos de ácidos nucleicos
están descritos en Sambrook et al. “Molecular Cloning: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory Press”,
Nueva York (1989).

Los ácidos nucleicos de la invención pueden hibridarse a parte o a todas las regiones que codifican el polipéptido
de la proteína de unión de OPG como se muestra en las Figuras 1A-F (SEQ ID NO: 2) y las Figuras 4A-F (SEQ
ID NO: 4); y por lo tanto pueden ser truncamientos o extensiones de las secuencias de ácido nucleico mostradas allí.
Ácidos nucleicos truncados o ampliados están comprendidos en la invención a condición de que conserven al menos la
propiedad de unirse a OPG. En una realización, el ácido nucleico codificará un polipéptido de al menos aproximada-
mente 10 aminoácidos. En otra realización, el ácido nucleico codificará un polipéptido de al menos aproximadamente
20 aminoácidos. En otra realización más, el ácido nucleico codificará un polipéptido de al menos aproximadamente
50 aminoácidos. Los ácidos nucleicos hibridizantes también pueden incluir secuencias no codificantes localizadas 5’
y/o 3’ respecto a regiones codificantes de la proteína de unión de OPG. Las secuencias no codificantes incluyen re-
giones reguladoras implicadas en la expresión de la proteína de unión de OPG, tales como promotores, regiones de
potenciador, sitios de iniciación de translación, sitios de terminación de transcripción y otros similares.

En realizaciones preferidas, los ácidos nucleicos de la invención codifican la proteína de unión de OPG de ratón
o humana. Los ácidos nucleicos pueden codificar una forma unida a la membrana de la proteína de unión de OPG
o formas solubles que carezcan de una región transmembrana funcional. La región transmembrana predicha para la
proteína de unión de OPG murina incluye los restos de aminoácidos 49-69 invlusive como se muestra en las Figuras
1A-F (SEQ. ID. NO: 1). La región transmembrana predicha para la proteína de unión de OPG humana incluye los
restos 49-69 como se muestra en las Figuras 4A-F (SEQ ID NO: 3). Sería esperable que las sustituciones que susti-
tuyen restos de aminoácidos hidrófobos en esta región con restos de aminoácido neutros o hidrófilos interrumpan la
asociación de la membrana y que causen la proteína de unión de OPG soluble. Además, también sería esperable que
las deleciones de parte o toda la región transmembrana produzcan formas solubles de la proteína de unión de OPG.
Los ácidos nucleicos que codifican los restos de aminoácido 70-316 como se muestra en las Figuras 1A-F (SEQ ID
NO: 1), o sus fragmentos y análogos, comprenden proteínas de unión de OPG solubles.
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También se incluyen los ácidos nucleicos que codifican las formas truncadas de proteínas de unión de OPG hu-
manas solubles. Las formas solubles incluyen los restos 69-317 como se muestra en las Figuras 4A-F (SEQ ID NO:
3) y sus truncamientos. En una realización, los truncamientos del extremo N-terminal generan polipéptidos a partir
de los restos, 70-317, 71-317, 72-317, etcétera. En otra realización, los ácidos nucleicos codifican OPGbp soluble
que comprenden los restos 69-317 y sus truncamientos del extremo N-terminal hasta OPGbp [158-317], o de forma
alternativa, hasta OPGbp [166-317].

El plásmido phuOPGbp 1,1 en la cepa DH10 de E. coli que codifica la proteína de unión de OPG humana fue
depositada en la Colección Americana de Cultivos Tipo, Rockville, MD el 13 de Junio de 1997.

Las secuencias de ácidos nucleicos de la invención pueden ser usadas para la detección de secuencias que codifican
la proteína de unión de OPG en muestras biológicas. En particular, las secuencias pueden ser usadas para rastrear
genotecas de cADN y genómicas para secuencias de la proteína de unión de OPG relacionadas, especialmente las de
otra especie. Los ácidos nucleicos son también útiles para modular niveles de la proteína de unión de OPG por la
tecnología antisentido o de expresióngénica in vivo. El desarrollo de animales transgénicos que expresan la proteína
de unión de OPG es útil para la producción del polipéptido y para el estudio de la actividad biológica in vivo.

Vectores y células huésped

Los ácidos nucleicos de la invención serán unidos con secuencias de ADN para expresar la proteína de unión de
OPG biológicamente activa. Se conocen secuencias requeridas para la expresión para los expertos en la técnica e in-
cluyen a secuencias de promotores y potenciador para la iniciación de la síntesis de ARN, sitios de terminación de
la transcripción, sitios de unión del ribosoma para la iniciación de la síntesis de proteínas, y secuencias líder para la
secreción. Las secuencias que dirigen la expresión y la secreción de la proteína de unión de OPG pueden ser homó-
logas, es decir, las secuencias son idénticas o similares a las secuencias en el genoma implicado en la expresión y
la secreción de la proteína de unión de OPG, o pueden ser heterólogas. Una variedad de vectores de plásmido está
disponible para expresar la proteína de unión de OPG en células huésped (véase, por ejemplo, “Methods in Enzymo-
logy V”. 185, Goeddel, D.V. editor, Academic Press (1990)). Para la expresión en células huésped de mamífero, una
realización preferida es el plásmido pDSRα descrito en la Solicitud PCT Nº 90/14363. Para la expresión en células
huésped bacterianas, las realizaciones preferidas incluyen los plásmidos que comprenden al promotor lux (véase el
documento cedido legalmente y en tramitación con la presente de EE.UU. con el Nº 08/577.778, presentado el 22 de
Diciembre de 1995). Además, los vectores están disponibles para la expresión específica en tejido de la proteína de
unión de OPG en animales transgénicos. Los vectores retrovirales y de transferencia génica basados en adenovirus
también pueden ser usados para la expresión de la proteína de unión de OPG en células humanas para terapia in vivo
(véase la Solicitud PCT Nº 86/00922).

Células huésped procariotas y eucariotas que expresan la proteína de unión de OPG también son proporcionadas
por la invención. Las células huésped incluyen células bacterianas, de levadura, planta, insecto o mamífero. La proteína
de unión de OPG también puede ser producida en animales transgénicos tales como ratones o cabras. Los plásmidos
y vectores que contienen los ácidos nucleicos de la invención son introducidos en las células huésped apropiadas
usanso técnicas de transfección o transformación conocidas por los expertos en la técnica. Las células huésped pueden
contener secuencias de ADN que codifican la proteína de unión de OPG como se muestra en las Figuras 1A-F o
una parte suya, tal como el dominio extracelular o el dominio citoplásmico. Los ácidos nucleicos que codifican las
proteínas de unión de OPG pueden ser modificados por la sustitución de codones que permitan una expresión óptima
en un huésped dado. Al menos algunos de los codones pueden ser los codones denominados de preferencia que no
cambian la secuencia de aminoácidos y que con frecuencia se encuentran en genes que son altamente expresados. Sin
embargo, se entiende que las alteraciones del codon para optimizar la expresión no están restringidas a la introducción
de codones de preferencia. Los ejemplos de células huésped de mamífero preferidas para la expresión de la proteína
de unión de OPG incluyen, pero no están limitados, a células COS, CHOd-, 293 y 3T3. Una célula huésped preferida
bacteriana es Escherichia coli.

Polipéptidos

La invención también proporciona la proteína de unión de OPG como producto de expresión procariota o eucariota
de una secuencia de ADN exógena, es decir, la proteína de unión de OPG es una proteína de unión de OPG recombi-
nante. Las secuencias de ADN exógenas incluyen secuencias de cADN, ADN genómico y ADN sintético. La proteína
de unión de OPG puede ser un producto de expresión de células bacterianas, de levadura, planta, insecto o mamífero,
o de sistemas de traducción de célula libre. La proteína de unión de OPG producida en células bacterianas tendrá un
resto de metionina del extremo N-terminal. La invención también proporciona un procedimiento para producir la pro-
teína de unión de OPG que comprende cultivar células huésped procariotas o eucariotas transformadas o transfectadas
con ácidos nucleicos que codifican la proteína de unión de OPG y aislar los productos de expresión polipeptídicos de
los ácidos nucleicos.

Los polipéptidos que son proteínas de unión de OPG de mamíferos o son sus fragmentos, análogos o derivados
están compredidos según la invención. En una realización preferida, la proteína de unión de OPG es la proteína de
unión de OPG humana. Un fragmento de la proteína de unión de OPG se refiere a un polipéptido que tiene una deleción
de uno o varios aminoácidos tal que el polipéptido resultante tiene al menos la propiedad de unirse a OPG. Dichos
fragmentos tendrán deleciones que provienen del extremo amino terminal, el extremo carboxi terminal, y las regiones
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internas del polipéptido. Los fragmentos de la proteína de unión de OPG son de al menos aproximadamente diez
aminoácidos, al menos aproximadamente 20 aminoácidos, o al menos aproximadamente 50 aminoácidos de longitud.
En realizaciones preferidas, la proteína de unión de OPG tendrá una deleción de uno o varios aminoácidos de la región
transmembrana (restos de aminoácidos 49-69 como se muestra en las Figuras 1A-F), o, de forma alternativa, uno o
varios aminoácidos del extremo amino hasta y/o incluyendo la región transmembrana (restos de aminoácidos 1-49
como se muestra en las Figuras 1A-F). En otra realización, la proteína de unión de OPG es una proteína soluble que
comprende, por ejemplo, los restos de aminoácidos 69-316, o 70-316, o sus formas truncadas del extremo N-terminal o
C-terminal, que conserva la actividad de unión de OPG. La proteína de unión de OPG también es una proteína soluble
humana como se muestra en las Figuras 4A-F que comprende los restos 69-317 como se muestra en las Figuras 4A-
F y sus formas truncadas del extremo N-terminal, por ejemplo, 70-517, 71-517, 71-317, 72-317 etcétera. En una
realización preferida, la proteína de unión de OPG soluble humana comprende los restos 69-317 y sus truncamiento
del extremo N-terminal hasta OPGbp [158-317], o de forma alternativa hasta OPG [166-317].

Un análogo de una proteína de unión de OPG se refiere a un polipéptido que tiene una sustitución o adición de uno
o varios aminoácidos tal que el polipéptido resultante tiene al menos la propiedad de unirse a OPG. Dichos análogos
tendrán sustituciones o adiciones en cualquier sitio a lo largo del polipéptido. Los análogos preferidos incluyen los de
las proteínas de unión de OPG solubles. Los fragmentos o análogos pueden ser naturales, tales como un producto de
polipéptido de una variante alélica o una variante de empalme de mARN, o pueden ser construidos usando técnicas
disponibles para un experto en la técnica para manipular y sintetizar ácidos nucleicos. Los polipéptidos pueden o no
tener un resto de metionina del amino terminal.

También están incluidos en la invención los derivados de la proteína de unión de OPG que sean polipéptidos que
hayan sufrido modificaciones de post-translación (por ejemplo, la adición de cadenas de carbohidrato N-unidas u O-
unidas, procesamiento de los extremos N-terminal o C-terminal), la adición de restos químicos a la estructura del
aminoácido, las modificaciones químicas de cadenas de carbohidrato N-unidas u O-unidas, y la adición de un resto
de metionina del extremo N-terminal como consecuencia de la expresión de células huésped procariotas. En parti-
cular, son contemplados los derivados químicamente modificados de la proteína de unión de OPG que proporcionan
ventajas adicionales tales como una mayor estabilidad, tiempo circulante más largo, o menor inmunogenicidad. De
uso particular es la modificación con polímeros solubles en agua, tales como el polietilenglicol y sus derivados (véase
por ejemplo la Patente de EE.UU. Nº 4.179.337). Los restos químicos para la derivatización pueden ser seleccio-
nados a partir de polímeros solubles en agua tales como polietilenglicol, copolímeros de etilenglicol/propilenglicol,
carboximetilcelulosa, dextrano, poli(alcohol de vinilo) y otros similares. Los polipéptidos pueden ser modificados en
posiciones aleatorias dentro de la molécula, o en posiciones predeterminadas dentro de la molécula y pueden incluir
uno, dos, tres o más restos químicos unidos. Los polipéptidos también pueden ser modificados en posiciones prede-
terminadas en el polipéptido, tal como en el extremo amino, o en un resto lisina o arginina seleccionado dentro del
polipéptido. Otras modificaciones química proporcionadas incluyen un marcador detectable, tal como un marcador
enzimático, fluorescente, isotópico o de afinidad para permitir la detección y el aislamiento de la proteína.

Las quimeras de la proteína de unión de OPG que comprenden parte o toda la secuencia de aminoácidos de la
proteína de unión de OPG fusionada a una secuencia de aminoácidos heteróloga también están incluidas. La secuencia
heteróloga puede ser cualquier secuencia que permita a la proteína de fusión resultante conservar al menos la actividad
de unión a OPG. En una realización preferida, el dominio extracelular del extremo carboxi terminal de la proteína de
unión de OPG se fusiona a una secuencia heteróloga. Tales secuencias incluyen dominios citoplásmicos heterólogos
que proporcionan acontecimientos de señalizacion intracelular alternativos, secuencias que promueven la oligomeri-
zación tal como la región Fc de IgG, las secuencias enzimáticas que proporcionan un marcador para el polipéptido, y
las secuencias que proporcionan sondas de afinidad, tales como un reconocimiento antígeno-anticuerpo.

Los polipéptidos de la invención son aislados y purificados a partir de tejidos y líneas celulares que expresan la
proteína de unión de OPG, extraídos a partir de lisados o a partir de medio de crecimiento acondicionado, y a partir
de células huésped transformadas que expresan la proteína de unión de OPG. La proteína de unión de OPG puede ser
obtenida a partir de la línea celular mielomonocítica 32-D murina (Nº del catálogo ATCC CRL-11346). La proteína
de unión de OPG humana, o los ácidos nucleicos que codifican la misma, pueden ser aislados a partir del nodo de
linfa humano o de tejido de hígado fetal. La proteína de unión de OPG aislada está libre de asociación con proteínas
humanas y otros constituyentes de la célula.

Un método para la purificación de la proteína de unión de OPG a partir de fuentes naturales (por ejemplo, tejidos
y líneas celulares que normalmente expresan la proteína de unión de OPG) y a partir de células huésped transfec-
tadas también está comprendido según la invención. El procedimiento de purificación puede emplear una o varias
etapas de purificación de proteínas estándar en un orden apropiado para obtener la proteína purificada. Las etapas de
cromatografía pueden incluir intercambio iónico, filtración de gel, interacción hidrófoba, fase inversa, cromatoenfo-
que, cromatografía de afinidad que emplea un anticuerpo de la proteína de unión anti-OPG o el complejo de afinidad
biotina-estreptavidina y otros similares.

Anticuerpos

Los anticuerpos que se unen específicamente a los polipéptidos de la invención también están compredidos se-
gún la invención. Los anticuerpos pueden ser producidos por la inmunización con la proteína de unión de OPG de
cadena entera, las formas solubles de la proteína de unión de OPG, o sus fragmentos. Los anticuerpos de la inven-
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ción pueden ser anticuerpos policlonales o monoclonales, o pueden ser recombinantes, tales como los anticuerpos
quiméricos en los que las regiones constantes murinas en las cadenas ligeras y pesadas son sustituidas por secuencias
humanas, o anticuerpos CDR-injertados en los que sólo las regiones determinantes complementarias son de origen
murino. Los anticuerpos de la invención también pueden ser anticuerpos humanos preparados, por ejemplo, por la
inmunización de animales transgénicos capaces de producir anticuerpos humanos (véase, por ejemplo, la Solicitud
PCT Nº WO93/12227). Los anticuerpos son útiles para detectar la proteína de unión de OPG en muestras biológicas,
permitiendo así la identificación de células o tejidos que producen la proteína. Además, los anticuerpos que se unen a
la proteína de unión de OPG y la interacción de bloque con otros compuestos de unión pueden tener uso terapéutico
en modular la diferenciación de osteoclastos y la resorción ósea.

Los anticuerpos contra la proteína de unión de OPG pueden ser útiles en el tratamiento de enfermedades óseas,
tales como, osteoporosis y enfermedad de Paget. Los anticuerpos pueden ser analizados al unirse a la proteína de
unión de OPG en ausencia o presencia de OPG y ser examinados por su capacidad de inhibir la resorción ósea y/o
la osteoclastogenesis mediada por ligando (proteína de unión de OPG). También se espera que los mismos péptidos
puedan actuar como un antagonista de la interacción ligando:receptor e inhibir la osteoclastogenesis mediada por
ligando, y los péptidos de la proteína de unión de OPG serán explorados para este propósito también.

Composiciones

La invención también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad terapéuticamente
eficaz de la proteína de unión de OPG de la invención junto con un diluyente farmacéuticamente aceptable, vehículo,
solubilizador, emulsionante, conservante y/o adyuvante. La invención también proporciona composiciones farmacéu-
ticas que comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de un agonista o antagonista de la proteína de unión de
OPG. La expresión “cantidad terapéuticamente eficaz” significa una cantidad que proporciona un efecto terapéuti-
co para una condición especifica y una ruta de administración. La composición puede estar en una forma líquida o
liofilizada y comprende un diluyente (tampones de Tris, acetato o fosfato) que tiene varios valores de pH y fuerzas
iónicas, solubilizadores tales como Tween o Polisorbato, vehículos tales como albúmina de suero humana o gelatina,
conservantes tales como timerosal o alcohol bencílico, y antioxidantes tales como ácido ascórbico o metabisulfito de
sodio. La selección de una composición particular dependerá de un número de factores, incluyendo la condición que
se trate, la ruta de administración y los parámetros farmacocinéticos deseados. Una revisión más extensa del compo-
nente adecuado para composiciones farmacéuticas se encuentra en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18 ed. A.R.
Gennaro, editor. Mack, Easton, PA (1980).

En una realización preferida, también se proporcionan composiciones que comprenden proteínas de unión de OPG
solubles. También están comprendidas composiciones que comprenden la proteína de unión de OPG soluble modifica-
da con polímeros solubles en agua para aumentar la solubilidad, estabilidad, semivida en plasma y biodisponibilidad.
Las composiciones también pueden comprender la incorporación de la proteína de unión de OPG soluble en liposomas,
microemulsiones, micelas o vesículas para la administración controlada durante un período ampliado de tiempo. La
proteína de unión de OPG soluble puede ser formulada en micropartículas adecuadas para la administración pulmonar.

Las composiciones de la invención pueden ser administradas por inyección, subcutánea, intravenosa o intramus-
cular, o administración oral, nasal, pulmonar o rectal. La ruta de administración eventualmente escogida dependerá de
un número de factores y puede ser averiguada por un experto en la técnica.

La invención también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad terapéuticamente
eficaz de los ácidos nucleicos de la invención junto con un adyuvante farmacéuticamente aceptable. Las composiciones
de ácidos nucleicos serán adecuadas para la administración de parte o toda la región de codificación de la proteína de
unión de OPG y/o regiones flanqueantes de células y tejidos como parte de un régimen de terapia antisentido.

Métodos de uso

Las proteínas de unión de OPG pueden ser usadas en una variedad de ensayos para detectar OPG y caracterizar
las interacciones con OPG. En general, el ensayo comprende incubar la proteína de unión de OPG con una muestra
biológica que contenga OPG en condiciones que permitan la unión de OPG a la proteína de unión de OPG, y medir
el grado de unión. Puede ser purificado OPG o puede estar presente en mezclas, tales como en fluidos corporales o
medios de cultivo. Los ensayos que pueden ser desarrollados son cualitativos o cuantitativos, siendo éste útil para
determinar los parámetros de unión (constantes de afinidad y cinéticas) de OPG a la proteína de unión de OPG y
para cuantificar los niveles de OPG biológicamente activos en mezclas. Los ensayos también pueden ser usados para
evaluar la unión de OPG a fragmentos, análogos y derivados de la proteína de unión de OPG e identificar el nuevo
OPG y los miembros de la familia de la proteína de unión de OPG.

La unión de OPG a la proteína de unión de OPG puede ser llevada a cabo en varios formatos, incluyendo ensayos de
unión basados en células, ensayos de unión de membrana, ensayos en fase de disolución e inmunoensayos. En general,
los niveles traza de OPG marcados son incubados con muestras de la proteína de unión de OPG durante un período de
tiempo especificado seguido de la medida de OPG unido por filtración, electroquimioluminiscente inmunoensayos o
ensayos basados en células (ECL, ORIGEN system por IGEN). También pueden ser puestas en práctica tecnologías de
ensayo homogéneas con radiactividad (SPA; Amersham) y fluorescencia con resolución temporal (HTRF, Packard).
La unión es detectada marcando OPG o un anticuerpo anti-OPG con isótopos radiactivos (125I, 35S, 3H), tintes fluo-
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rescentes (fluoresceina), quelatos o criptatos de lantánido (Eu3+), o complejos de bipiridil-rutenio (Ru2+). Se entiende
que la opción de una sonda marcada dependerá del sistema de detección usado. De forma alternativa, el OPG puede
ser modificado con un marcador de epítopo no marcado (por ejemplo, biotina, péptidos, His6, myc) y unirse a pro-
teínas tales como la estreptavidina, anticuerpos antipéptido o antiproteína que tienen un marcador detectable como se
describe anteriormente.

En un método alternativo, la proteína de unión de OPG puede ser analizada directamente usando anticuerpos
policlonales o monoclonales respecto a las proteínas de unión de OPG en un inmunoensayo. Las formas adicionales
de proteínas de unión de OPG que contienen marcadores de epítopo como se describe anteriormente pueden ser usadas
en solución y en inmunoensayos.

Los métodos para identificar los compuestos que interactuan con la proteína de unión de OPG también están
compredidos según la invención. El método comprende incubar la proteína de unión de OPG con un compuesto en
condiciones que permitan la unión del compuesto a la proteína de unión de OPG, y medir el grado de unión. El
compuesto puede ser purificado sustancialmente o estar presente en una mezcla a granel. Los compuestos de unión
pueden ser ácidos nucleicos, proteínas, péptidos, carbohidratos, lípidos o compuestos orgánicos de pequeño peso
molecular. Los compuestos además pueden ser caracterizados por su capacidad de aumentar o disminuir la actividad
de la proteína de unión de OPG para determinar si actúan como un agonista o un antagonista.

Las proteínas de unión de OPG son también útiles para identificar las proteínas intracelulares que interactuan con
el dominio citoplásmico mediante un procedimiento de rastreo de dos híbridos de levadura. Como ejemplo, pueden
usarse construcciones de híbrido que comprendan ADN que codifica los 50 aminoácidos del extremo N-terminal de
una proteína de unión de OPG fusionada a un dominio de unión GAL4-ADN de levadura como un plásmido de
cebo de dos híbridos. Los clones positivos que surgen del rastreo pueden ser caracterizados además para identificar
a las proteínas que interactuan. Esta información puede ayudar a aclarar el mecanismo de señalización intracelular
asociado con la proteína de unión de OPG y proporcionar objetivos intracelulares para nuevos fármacos que modulen
la resorción ósea.

La proteína de unión de OPG puede ser usada para tratar condiciones caracterizadas por una excesiva densidad
ósea. La condición más común es la osteopetrosis en la que un defecto genético causa una masa ósea elevada y es por
lo general fatal en los pocos primeros años de vida. La osteopetrosis es tratada preferiblemente por la administración
de la proteína de unión de OPG soluble.

La invención también comprende moduladores (agonistas y antagonistas) de la proteína de unión de OPG y los
métodos para obtenerlos. Un modulador de la proteína de unión de OPG puede o aumentar o disminuir al menos una
actividad asociada con la proteína de unión de OPG, tal como la capacidad de unirse a OPG o a alguna otra molécula
que interactue o puede regular la maduración de osteoclastos. Típicamente, un agonista o antagonista puede ser un
cofactor, tal como una proteína, péptido, carbohidrato, lípido o molécula de pequeño peso molecular, que interactue
con la proteína de unión de OPG para regular su actividad. Los potenciales antagonistas de polipéptido incluyen los
anticuerpos que reaccionan con formas solubles o asociadas a membrana de la proteína de unión de OPG, y las formas
solubles de la proteína de unión de OPG que comprenden parte o todo el dominio extracelular de la proteína de unión
de OPG. Las moléculas que regulan la expresión de la proteína de unión de OPG incluyen típicamente los ácidos
nucleicos que son complementarios a los ácidos nucleicos que codifican la proteína de unión de OPG y que actúan
como reguladores antisentido de la expresión.

La proteína de unión de OPG está implicada en el control de la formación de osteoclastos maduros, el tipo de
célula primaria implicada en la resorción ósea. Un aumento de la velocidad de resorción ósea (sobre la de formación
de hueso) puede conducir a varios trastornos óseos denominados en conjunto osteopenias, e incluir la osteoporosis,
osteomielitis, hipercalcemia, osteopenia producida por cirugía o administración de esteroides, enfermedad de Paget,
osteonecrosis, pérdida ósea debida a artritis reumatoide, pérdida ósea periodontal, inmovilización, aflojamiento pro-
tésico y metástasis osteolítica. A la inversa, una disminución en la velocidad de resorción ósea puede conducir a
osteopetrosis, una condición marcada por una excesiva densidad ósea. Los agonistas y los antagonistas de la proteína
de unión de OPG modulan la formación de osteoclastos y pueden ser administrados a pacientes que sufran de trastor-
nos óseos. Los agonistas y los antagonistas de la proteína de unión de OPG usada para el tratamiento de osteopenias
pueden ser administrados solos o en combinación con una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente que pro-
mueva el crecimiento óseo incluyendo factores morfogénicos óseos denominados de BMP-1 a BMP-12, factor β de
crecimiento transformante y miembros de la familia TGF-β, factores de crecimiento de fibroblasto de FGF-1 a FGF-
10, inhibidores de interleuquina-1, inhibidores de TNFα, hormona paratiroidea, prostaglandinas de la serie E, bisfos-
fonatos y minerales potenciadores óseos tales como fluoruro y calcio. Los antagonistas de las proteínas de unión de
OPG pueden ser particularmente útiles en el tratamiento de la osteopenia.

Receptores para proteínas de unión de osteoprotegerina

La invención también proporciona receptores que interactuan con las proteínas de unión de OPG. Más particular-
mente, la invención proporciona una diferenciación de osteoclastos y el receptor de activación (ODAR). El ODAR es
un polipéptido transmembrana que muestra el grado más alto de homología respecto a CD40, un miembro de la familia
del receptor de TNF. Se muestra la secuencia de ácidos nucleicos de ODAR murino y el polipéptido codificado en las
Figuras 10A-F. El homólogo humano de ODAR murino puede ser aislado fácilmente por rastreo por hibridación de
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una genoteca de cADN humano o genómica con la secuencia de ácidos nucleicos de las Figuras 10A-F. Los procedi-
mientos para clonar el ODAR humano son similares a los descritos en el Ejemplo 5 para clonar proteínas de unión de
OPG humanas. El homólogo humano del polipéptido mostrado en las Figuras 10A-F ha aparecido en Anderson et al.
(Nature 390, 175-179 (1997)) y se denomina en este documento RANK. El RANK se caracteriza como una proteína
transmembrana tipo I que tiene homología respecto a miembros de la familia del receptor de TNF y que está implicado
en la función de células dendríticas.

Se muestran pruebas de la interacción de ODAR y la proteína de unión de OPG en el Ejemplo 13. Una forma
soluble de ODAR (la proteína de fusión ODAR-Fc) previene la maduración de osteoclastos in vitro (Figuras 12A-H)
y aumenta la densidad ósea en ratones normales después de la inyección subcutánea (Figura 13). Los resultados son
compatibles con la proteína de unión de OPG que interactua y que activa ODAR para promover la maduración de
osteoclastos.

El desarrollo de osteoclastos y la tasa y el grado de resorción ósea son regulados por la interacción de la proteína de
unión de OPG y ODAR. Los compuestos que disminuyen o bloquean la interacción de la proteína de unión de OPG y
ODAR son potenciales antagonistas de la actividad de la proteína de unión de OPG y pueden interrumpir el desarrollo
de osteoclastos lo que conduce a una menor resorción ósea. De forma alternativa, los compuestos que aumentan
la interacción de la proteína de unión de OPG y ODAR son agonistas potenciales que promueven el desarrollo de
osteoclastos y realzan la resorción ósea.

Una variedad de ensayos puede ser usada para medir la interacción de la proteína de unión de OPG y ODAR in
vitro usando proteínas purificadas. Estos ensayos pueden ser usados para seleccionar compuestos por su capacidad de
aumentar o disminuir la tasa o el grado de unión a ODAR por la proteína de unión de OPG. En un tipo de ensayo,
la proteína de ODAR puede ser inmovilizada por la adhesión al fondo de los pocillos de una placa de microtítulo. La
proteína de unión de OPG radiomarcada (por ejemplo, la proteína de unión de OPG yodada) y el(los) compuesto(s)
de ensayo puede(n) ser añadido(s) después tanto uno por uno (en un orden u otro) o simultáneamente a los pocillos.
Después de la incubación, los pocillos pueden ser lavados y sometidos a recuento usando un contador de centelleo
en función de la radiactividad para determinar el grado de unión de ODAR por la proteína de unión de OPG en
presencia del compuesto de ensayo. Típicamente el compuesto será analizado en un intervalo de concentraciones, y
puede ser usada una serie de pocillos de control que carezcan de uno o varios elementos de los ensayos de prueba
por su exactitud en la evaluación de los resultados. Una alternativa a este método implica invertir las “posiciones” de
las proteínas, es decir, la acción de inmovilizar la proteína de unión de OPG a los pocillos de la placa de microtítulo,
incubar con el compuesto de ensayo y ODAR radiomarcado, y determinar el grado de unión de ODAR (véase, por
ejemplo, el capítulo 18 de “Current Protocols in Molecular Biology”, Ausubel et al., ed., John Wiley & Sons, Nueva
York [1995]).

Como una alternativa al radiomarcaje, la proteína de unión de OPG u ODAR puede se conjugada a biotina y
entonces la presencia de la proteína biotinilada puede ser detectada usando estreptavidina unida a una enzima, tal como
la peroxidasa de rábano picante [HRP] o la fosfatasa alcalina [AP], que pueden ser detectadas colorimétricamente, o
por marcación fluorescente con estreptavidina. También puede ser usado un anticuerpo dirigido a la proteína de unión
de OPG u ODAR que esté conjugado a biotina y puede ser detectado después de la incubación con estreptavidina
unida con la enzima unida a AP o HRP.

La proteína de unión de OPG y ODAR también pueden ser inmovilizados por la adhesión a perlas de agarosa,
perlas acrílicas u otros tipos de tales sustratos inertes. El complejo de sustrato-proteína puede ser colocado en una
solución que contenga la proteína complementaria y el compuesto de ensayo; después de la incubación, las perlas
pueden ser precipitadas por centrifugación, y la cantidad de unión entre la proteína de unión de OPG y ODAR puede
ser evaluada usando los métodos descritos anteriormente. De forma alternativa, el complejo sustrato-proteína puede ser
inmovilizado en una columna y puede pasarse en la columna la molécula de ensayo y la proteína complementaria. La
formación de un complejo entre la proteína de unión de OPG y ODAR puede ser evaluada entonces usando cualquiera
de las técnicas expuestas anteriormente, es decir, radiomarcaje, unión de anticuerpo, o similares.

Otro tipo de ensayo in vitro que es útil para identificar un compuesto que aumente o disminuya la formación de un
complejo de ODAR/proteína de unión de OPG es un sistema detector de resonancia superficial de plasmón tal como
el sistema de ensayo de Biacore (Pharmacia, Piscataway, NJ). El sistema Biacore puede llevarse a cabo usando el
protocolo del fabricante. Este ensayo implica esencialmente la unión covalente de la proteína de unión de OPG o de
ODAR a un chip sensor revestido con dextrano que está localizado en un detector. El compuesto de ensayo y la otra
proteína complementaria entonces pueden ser inyectados en la cámara que contiene el chip sensor simultáneamente o
secuencialmente y la cantidad de proteína complementaria que se une puede ser evaluada basado en el cambio de la
masa molecular que está físicamente asociada con el lado revestido por el dextrano del chip sensor; el cambio de la
masa molecular puede ser medido por el sistema detector.

En algunos casos, puede ser deseable evaluar dos o más compuestos de ensayo juntos para usar en aumentar o
disminuir la formación del complejo de proteína de unión ODAR/OPG. En estos casos, los ensayos expuestos an-
teriormente pueden ser modificados fácilmente añadiendo tal(es) compuesto(s) de ensayo adicional(es) simultánea-
mente, o posteriormente al primer compuesto de ensayo. El resto de las etapas en el ensayo son como se exponen
anteriormente.
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Ensayos in vitro como los descritos anteriormente pueden ser usados ventajosamente para rastrear rápidamente
grandes números de compuestos para efectos en la formación del complejo por la proteína de unión de OPG y ODAR.
Los ensayos pueden ser automatizados para seleccionar los compuestos generados en la demostración de bacteriófagos,
péptido sintético y genotecas de síntesis químicas.

Los compuestos que aumentan o disminuyen la formación del complejo de la proteína de unión de OPG y ODAR
también pueden ser seleccionados en un cultivo celular usando células que llevan ODAR y líneas celulares. Las
células y líneas celulares pueden ser obtenidas a partir de cualquier mamífero, pero preferiblemente serán de fuentes
humanas u otros primates, caninos, o roedores. Las células que contienen ODAR tales como los osteoclastos pueden
ser enriquecidas a partir de otros tipos de células por cromatografía de afinidad usando procedimientos públicamente
disponibles. La adhesión de la proteína de unión de OPG a células que llevan ODAR se evalua en presencia o ausencia
de compuestos de ensayo y el grado de unión puede ser determinado, por ejemplo, por citometría de flujo utilizando
un anticuerpo biotinilado a la proteína de unión de OPG. De forma alternativa, un cultivo de osteoclastos de ratón o
humano puede ser establecido como se describe en el Ejemplo 8 y los compuestos de ensayo pueden ser evaluados por
su capacidad de bloquear la maduración de osteoclastos estimulada por la adición de la proteína de unión de OPG y
CSF-1. Pueden ser usados ensayos del cultivo celular ventajosamente para evaluar además los compuestos que cuentan
en positivo en los ensayos de unión de proteína descritos anteriormente.

Los compuestos que aumentan o disminuyen la interacción de la proteína de unión de OPG con ODAR también
pueden ser evaluados respecto a la actividad in vivo por la administración de los compuestos a ratones seguido de las
medidas de la densidad ósea usando densitometría de exploración ósea o radiografías. Los procedimientos para medir
la densidad ósea se describen en la publicación PCT WO97/23614 y en el Ejemplo 13.

La invención proporciona compuestos que disminuyen o bloquean la interacción de la proteína de unión de OPG
y ODAR y que son antagonistas de la formación de osteoclastos. Tales compuestos generalmente se dividen en dos
grupos. Un grupo incluye los compuestos que son derivados de la proteína de unión de OPG o que interactuan con
la proteína de unión de OPG. Éstos se han descrito anteriormente. Un segundo grupo incluye los compuestos que
son derivados de ODAR o que interactuan con ODAR. Los ejemplos de los compuestos que son anatagonistas de
ODAR incluyen ácidos nucleicos, proteínas, péptidos, carbohidratos, lípidos o compuestos orgánicos de pequeño peso
molecular.

Los antagonistas de ODAR pueden ser compuestos que se unen en o cerca de uno o varios sitios de unión para
OPG bp en el dominio extracelular de ODAR y que disminuyen o bloquean completamente la formación del complejo.
Aquellas regiones sobre el ODAR que están implicadas en la formación del complejo con la proteína de unión de OPG
pueden ser identificadas por analogía con la estructura del complejo homólogo TNFβ/TNF-R55 que se ha descrito en
Banner et al. (Cell 73, 431-445 (1993)). Por ejemplo, la estructura del complejo TNFβ/TNF-R55 puede ser usada para
identificar las regiones de la proteína de unión de OPG y ODAR que están implicadas en la formación del complejo.
Pueden ser diseñados compuestos entonces que se unan preferencialmente a las regiones implicadas en la formación
del complejo y que actuen como antagonistas. En un enfoque expuesto en adelante en el Ejemplo 11, fueron diseñados
antígenos de péptido para uso en la generación de anticuerpos frente a la proteína de unión de OPG que actúan como
antagonistas. Se espera que estos anticuerpos se unan a la proteína de unión de OPG y bloqueen la formación del
complejo con ODAR. En un enfoque similar, pueden ser usados antígenos de péptido basados en la estructura de
ODAR para generar anticuerpos anti-ODAR que actúen como antagonistas.

También pueden unirse antagonistas de ODAR a ODAR en posiciones distintas del(de los) sitio(s) de unión pa-
ra OPG bp e inducir cambios conformacionales del polipéptido de ODAR que causen una formación del complejo
disminuida o no productiva con proteínas de unión de OPG.

En una realización, un antagonista es una forma soluble de ODAR que carece de un dominio de transmembrana
funcional. Las formas solubles de ODAR pueden tener una deleción de uno o varios aminoácidos en el dominio de
transmembrana (aminoácidos 214-234 como se muestra en las Figuras 10A-F). Los polipéptidos de ODAR solubles
pueden tener parte o todo el dominio extracelular y son capaces de unirse a la proteína de unión de OPG. Opcional-
mente, el ODAR soluble puede ser parte de una proteína quimérica, en la que parte o todo el dominio extracelular
de ODAR se fusiona a una secuencia de aminoácidos heteróloga. En una realización, la secuencia de aminoácidos
heteróloga es una región Fc de IgG humana.

Pueden ser usados moduladores (agonistas y antagonistas) de ODAR para prevenir o tratar la osteopenia, inclu-
yendo osteoporosis, osteomielitis, hipercalcemia de malignidad, osteopenia producida por cirugía o administración de
esteroides, enfermedad de Paget, osteonecrosis, pérdida ósea debida a artritis reumatoide, pérdida ósea periodontal,
inmovilización, aflojamiento protésico y metástasis osteolítica. Los agonistas y los antagonistas de ODAR usados para
el tratamiento de la osteopenia pueden ser administrados solos o en combinación con una cantidad terapéuticamente
eficaz de un agente que promueva el crecimiento óseo incluyendo los factores morfogénicos óseos denominados de
BMP-1 a BMP-12, factor β de crecimiento transformante y miembros de la familia TGF-β, los factores de crecimiento
de fibroblasto de FGF-1 a FGF-10, inhibidores de interleuquina-1, inhibidores de TNFα, hormona paratiroidea, pros-
taglandinas de la serie E, bisfosfonatos, estrógenos, SERMs y minerales potenciadores óseos tales como fluoruro y
calcio. Los antagonistas de ODAR son particularmente útiles en el tratamiento de la osteopenia.
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Los Ejemplos siguientes son ofrecidos para ilustrar más ampliamente la invención, pero no se interpretan como
una limitación de su alcance.

Ejemplo 1

Identificación de una fuente de línea celular para una proteína de unión de OPG

La osteoprotegerina (OPG) regula negativamente la osteoclastogenesis in vitro e in vivo. Ya que la OPG es una pro-
teína relacionada con TNFR, probablemente interactua con un miembro de la familia relacionado con TNF mediando
sus efectos. Con una excepción, todos los miembros conocidos de la superfamilia de TNF son proteínas transmem-
brana tipo II expresadas en la superficie celular. Para identificar una fuente de una proteína de unión de OPG, fueron
usadas proteínas de fusión OPG-Fc recombinantes como inmunosondas para seleccionar proteínas de unión de OPG
localizadas en la superficie de varias líneas celulares y células hematopoyéticas primarias.

Las líneas celulares que crecieron como cultivos adherentes in vitro fueron tratadas usando los métodos siguientes:
Las células fueron colocadas en placas de un cultivo de tejido de 24 pocillos (Falcon), luego se les permitió crecer hasta
una confluencia de aproximadamente el 80%. El medio de crecimiento entonces fue retirado, y los cultivos adherentes
fueron lavados con solución salina tamponada con fosfato (PBS) (Gibco) que contenía suero de becerro fetal del 1%
(FCS). Fueron diluidas individualmente proteínas de fusión recombinantes OPG [22-194]-Fc de ratón y OPG [22-
201]-Fc de humano (véase el documento de EE.UU. Nº 08/706.945 presentado el 3 de Septiembre de 1996) en 5
µg/ml en PBS que contenía 1% de FCS, luego fueron añadidas a los cultivos y se las dejó incubar durante 45 minutos
a 0ºC. La solución de la proteína de fusión OPG-Fc fue desechada, y las células fueron lavadas en solución PBS-FCS
como se describe anteriormente. Los cultivos entonces fueron expuestos a anticuerpo secundario de IgG antihumano
de F(ab’) de cabra conjugado con ficoeritrina (Nº de cat. de Southern Biotechnology Associates 2043-09) diluido
en PBS-FCS. Después de una incubación de 30-45 minutos a 0ºC, la solución fue desechada, y los cultivos fueron
lavados como se describe anteriormente. Las células entonces fueron analizadas por microscopía inmunofluorescente
para detectar las líneas celulares que expresaban una proteína de unión de OPG de superficie celular.

Fueron analizados cultivos de células en suspensión de una manera similar con las modificaciones siguientes: El
diluyente y el tampón de lavado consistió en solución salina tamponada con fosfato sin calcio ni magnesio que contenía
1% de FCS. Las células fueron cultivadas para replicar exponencialmente cultivos en el medio de crecimiento, fueron
granuladas por centrifugación, y luego fueron resuspendidos en 1 x 107 células/ml en una placa de cultivo de tejido
de microtítulo de 96 pocillos (Falcon). Las células fueron expuestas secuencialmente a proteínas de fusión OPG-
Fc recombinantes, después al anticuerpo secundario como se describe anteriormente, y las células fueron lavadas
por centrifugación entre cada etapa. Las células entonces fueron analizadas por separación de células activadas por
fluorescencia (FACS) utilizando un FACscan de Becton Dickinson.

Usando este enfoque, la línea celular mielomonocítica 32D murina (Nº de catálogo ATCC CRL-11346) fue encon-
trada que expresaba una molécula superficial que podía ser detectada tanto con proteínas de fusión de OPG [22-194]-
Fc de ratón como con OPG [22-201]-Fc de humano. El anticuerpo secundario solo no se unía a la superficie de células
32D, ni al IgG1 Fc humano purificado, indicando que la unión de las proteínas de fusión de OPG-Fc era debida al
resto de OPG. Esta unión podría ser competida en una manera dependiente de la dosis por la adición de la proteína
OPG [22-401] recombinante murino o humano. Así la región de OPG requerida para su actividad biológica es capaz
de unirse específicamente a una molécula de la superficie derivada de 32-D.

Ejemplo 2

Clonación de la expresión de una proteína de unión de OPG murina

Una genoteca de cADN fue preparada a partir de mARN de 32D, y fue ligada en el vector de expresión de mamífero
pcADN3.1 (+) (Invitrogen, San Diego, CA). Exponencialmente el crecimiento de células 32D mantenidas en presencia
de interleuquina-3 recombinante fue cultivado, y el ARN de célula total fue purificado por la extracción de tiocianato
de ácido guanidinio-fenol-cloroformo (Chomczynski y Sacchi. Anal. Biochem. 162, 156-159, (1987)). La fracción de
mARN de poli (A+) fue obtenida a partir de la preparación de ARN total por la adsorción y elución a Dynabeads
Oligo (dT) 25 (Dynal Corp.) usando los procedimientos recomendados por el fabricante. Una genoteca de cADN
cebado de oligo-dT direccional fue preparada usando el Sistema de Plásmido Superscript (Gibco BRL, Gaithersburg,
Md) usando los procedimientos recomendados por el fabricante. El cADN resultante fue digerido hasta la terminación
con endonucleasa de restricción de Sal I y Not I, después fue fraccionado por cromatografía del gel de exclusión por
tamaño. Las fracciones de peso moleculares más altas fueron seleccionadas, y luego fueron ligadas en la región del
polienlazante del vector del plásmido pcADN3.1 (+) (Invitrogen, San Diego, CA). Este vector contiene el promotor
CMV corriente arriba del sitio de clonación múltiple, y dirige la expresión a alto nivel en células eucariotas. La
genoteca entonces fue electroporada en E. coli competente (ElectroMAX DH10B, Gibco, Nueva York), y fue titulada
en agar LB que contenía 100 µg/ml de ampicilina. La genoteca entonces fue ordenada en grupos segregados que
contenían aproximadamente 1000 clones/grupo, y cultivos de 1,0 ml de cada grupo fueron cultivados durante 16-20 h
a 37ºC. El ADN del plásmido de cada cultivo fue preparado usando el Kit 96 Ultra Plasmid de Qiagen Qiawell (Nº de
catálogo 16191) siguiendo los procedimientos recomendados por el fabricante.
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Las grupos ordenados de la genoteca de expresión de cADN 32D fueron lipofectados individualmente en cultivos
de COS 7, luego fueron analizados respecto a la adquisición de una proteína de unión de OPG de superficie celular. Para
hacer esto, fueron colocadas células COS-7 en placas a una densidad de 1 x 106 por ml en placas de cultivo de tejido
de seis pocillos (Costar), después fueron cultivados de la noche a la mañana en DMEM (Gibco) que contenía 10% de
FCS. Aproximadamente, 2 g de ADN de plásmido de cada grupo fueron diluidos en 0,5 ml de DMEM sin suero, luego
fueron esterilizados por centrifugación a través de una columna Spin-X de 0,2 µm (Costar). Simultáneamente, fueron
añadidos 10 µl de Lipofectamina (Nº de Cat. de Life Technologies 18324-012) en un tubo separado que contenía 0,5
ml de DMEM sin suero. El ADN y las soluciones de Lipofectamina fueron mezclados, y se dejó incubar a TA durante
30 minutos. Los cultivos de células COS 7 entonces fueron lavados con DMEM sin suero, y los complejos de ADN-
lipofectamina fueron expuestos a cultivos durante 2-5 h a 37ºC. Después de este período, el medio fue eliminado, y
fue sustituido con DMEM que contenía 10% de FCS. Las células fueron después cultivadas durante 48 h a 37ºC.

Para detectar cultivos que expresen una proteína de unión de OPG, el medio de crecimiento fue eliminado, y las
células fueron lavadas con solución de PBS-FCS. Un volumen de 1,0 ml de PBS-FCS que contenía 5 µg/ml de proteína
de fusión OPG[22-201]-Fc humana fue añadido a cada pocillo y fue incubado a TA durante 1 h. Las células fueron
lavadas tres veces con una solución de PBS-FCS, y luego fueron fijadas en PBS que contenía 2% de paraformaldehído
y 0,2% de glutaraldehído en PBS a TA durante 5 minutos. Los cultivos fueron lavados una vez con PBS-FCS, luego
fueron incubados durante 1 h a 65ºC sumergidos en solución de PBS-FCS. Se dejó a los cultivos enfriarse, y la
solución de PBS-FCS fue aspirada. Los cultivos entonces fueron incubados con un anticuerpo (Fc específico) de IgG
antihumano de cabra conjugado con fosfatasa alcalina (SIGMA Producto Nº A-9544) a TA durante 30 minutos, luego
fueron lavados tres veces con Tris-Cl 20 mM (pH 7,6), y NaCl 137 mM. Los complejos inmunes que se formaron
durante estas etapas fueron detectados analizando la actividad de fosfatasa alcalina usando el Kit Fast Red TR/AS-
MX Substrate Kit (Pierce, Nº de Cat. 34034) siguiendo los procedimientos recomendados por el fabricante.

Usando este enfoque, fueron seleccionados un total de aproximadamente 300.000 clones de cADN de 32D inde-
pendientes, representados por 300 grupos transfectados de 1000 clones cada uno. Un solo pocillo fue identificado que
contenía células que adquirieron la capacidad de ser específicamente marcadas por la proteína de fusión OPG-Fc. Este
grupo fue subdividido por rondas secuenciales de selección de parentesco, proporcionando un clon de plásmido simple
32D-F3 (Figuras 1A-F). El ADN del plásmido 32D-F3 entonces fue transfectado en células COS-7, que fueron inmu-
noteñidas con anticuerpo secundario de IgG antihumano de cabra FITC-conjugado solo, proteína de fusión OPG [22-
201]-Fc humano más secundario, o con la proteína de fusión ATAR-Fc (ATAR también conocida como HVEM; Mont-
gomery et al. Cell 87, 427-436 (1996)) (Figuras 2A-C). El anticuerpo secundario solo no se unió a células COS-7/32D-
F3, ni lo hizo a la proteína de fusión ATAR-Fc. Sólo la proteína de fusión OPG Fc se unió a las células COS-7/32D-F3,
indicando que 32D-F3 codificaba una proteína de unión de OPG mostrada en la superficie de las células de expresión.

Ejemplo 3

Secuencia de la proteína de unión de OPG

El clon 32D-F3 aislado anteriormente contenía un inserto de cADN de aproximadamente 2,3 kb (Figura 1), que fue
secuenciado en ambas direcciones en un secuenciador de ADN automatizado 373A de Applied Biosystems usando
reacciones cebador-colorante Taq conducido-terminador (Applied Biosystems) siguiendo los procedimientos reco-
mendados por el fabricante. La secuencia de nucleótidos resultante obtenida fue comparada con la base de datos de
la secuencia de ADN usando el programa FASTA (GCG, Universidad de Wisconsin), y fue analizada respecto a la
presencia de marcos de lectura abiertos largos (de LORF) utilizando la aplicación de “marco de lectura abierto de seis
vías” (Frames) (GCG, Universidad de Wisconsin). Un LORF de 316 restos de aminoácidos (aa) comenzando en me-
tionina fue detectado en la orientación apropiada, y fue precedido por una región 5’ no traducida de aproximadamente
150 bp. La región 5’ no traducida contenía un codon de terminación en marco corriente arriba del codon de iniciación
predicho. Esto indica que la estructura del plásmido de 32D-F3 es compatible con su capacidad para utilizar la región
del promotor CMV para dirigir la expresión de un producto génico de 316 aa en células de mamífero.

La secuencia de la proteína de unión de OPG predicha fue comparada entonces con la base de datos existente
de secuencias de proteínas conocidas usando una versión modificada del programa FASTA (Pearson, Meth. Enzymol.
183, 63-98 (1990)). La secuencia de aminoácidos también fue analizada respecto a la presencia de motivos específicos
conservados en todos los miembros conocidos de la superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF) usando el
método del perfil de secuencia de (Gribskov et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83, 4355-4359 (1987)), según se modifica
por Lüethy et al. Protein Sci. 3, 139-146 (1994)). Parecía que había una homología significativa en todas partes de
la proteína de unión de OPG con varios miembros de la superfamilia de TNF. La proteína de unión de OPG de ratón
parece ser la más estrechamente emparentada con los homólogos de ratón y humano tanto del ligando de TRAIL
como de CD40. Otros análisis de la secuencia de la proteína de unión de OPG indicaron una fuerte coincidencia con
la superfamilia de TNF, con un valor Z altamente significativa de 19,46.

La secuencia de aminoácidos de la proteína de unión de OPG contiene un dominio transmembrana hidrófobo
probable que comienza en un M49 y se extiende a L69. Basado en esta configuración relativa al codon de inicio de
metionina, la proteína de unión de OPG se predice que es de una proteína transmembrana tipo II, con un dominio
intracelular del extremo N-terminal corto, y un dominio extracelular del extremo C-terminal más largo (Figuras 4A-
F). Esto sería similar a todos los miembros de la familia de TNF conocidos, a excepción de la linfotoxina alfa (Nagata
y Golstein, Science 267, 1449-1456 (1995)).
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Ejemplo 4

Expresión del mARN de la proteína de unión de OPG humana

Fueron sondadas transferencias de Northern de tejido humano múltiple (Clontech, Palo Alto, CA) con un fragmento
de restricción de 32D-F3 marcadocon 32P-dCTP para detectar el tamaño de la transcripción humana y determinar los
modelos de expresión. Los transferencias de Northern fueron prehibridadas en 5X SSPE, 50% de formamida, solución
de Denhardt 5X, 0,5% de SDS, y 100 µg/ml de ADN de esperma de salmón desnaturalizado durante 2-4 h a 42ºC.
Las transferencias entonces fueron hibridadas en 5X SSPE, 50% de formamida, solución de Denhardt 2X, 0,1% de
SDS, 100 µg/ml de ADN de esperma de salmón desnaturalizado, y 5 ng/ml de sonda marcada durante 18-24 h a 42ºC.
Las transferencias entonces fueron lavadas en 2X SSC durante 10 minutos a TA, 1X SSC durante 10 minutos a 50ºC,
luego en 0,5X SSC durante 10-15 minutos.

Usando una sonda derivada del cADN de ratón y la hibridación bajo condiciones rigurosas, fue detectada una
especie de mARN predominante con una masa molecular relativa de aproximadamente 2,5 kb en nodos de linfa
(Figura 3). Una señal débil también fue detectada en la misma masa molecular relativa en mARN de hígado fetal. No
fueron detectadas transcripciones de la proteína de unión de OPG en los otros tejidos examinados. Los datos sugieren
que la expresión de mARN de proteína de unión de OPG fue restringida extremadamente en tejidos humanos. Los
datos también indican que el clón de cADN aislado está muy cerca del tamaño de la transcripción natal, sugiriendo
que 32D-F3 es un clon de longitud completa.

Ejemplo 5

Clonación molecular de la proteína de unión de OPG humana

El homólogo humano de la proteína de unión de OPG se expresa como un mARN de aproximadamente 2,5 kb en
nodos de linfa periféricos humanos y se detecta por la hibridación con una sonda de cADN de ratón en condiciones
de hibridación rigurosas. El ADN que codifica la proteína de unión de OPG humana es obtenido seleccionando una
genoteca de cADN de nodo de linfa humano mediante placa de bacteriófago recombinante, o colonia bacteriana
transformada, métodos de hibridación (Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor
Press, Nueva York (1989)). A esto se rastrea la genoteca de cADN del bacteriófago o del plásmido usando sondas
radiactivamente marcadas derivadas del clon de la proteína de unión de OPG 32D-F3 murina. Las sondas son usadas
para rastrear el filtro de nitrocelulosa generado a partir de una genoteca en placa. Estos filtros son prehibridados y
luego hibridados usando las condiciones especificadas en el Ejemplo 4, dando lugar en última instancia a los clones
purificados del cADN de la proteína de unión de OPG humana. Los insertos obtenidos a partir de cualquier clón de la
proteína de unión de OPG humana serían secuenciados y analizados como se describe en el Ejemplo 3.

Un ARN de Poli A+ de nodo de linfa humano (Clontech, Inc., Palo Alto, CA) fue analizado respecto a la presencia
de transcripciones de OPG-bp como anteriormente en el documento de EE.UU. Nº 08/577.788, presentado el 22 de
Diciembre de 1995. Una transferencia Northern de esta muestra de ARN sondada en condiciones rigurosas con una
sonda de OPG-bp de ratón 32P-marcada indicó la presencia de transcripciones de OPG-bp humano. Una genoteca de
cADN dT-cebada de oligo entonces fue sintetizada a partir del mARN de nodo de linfa usando el kit de SuperScript
(GIBCO Life Technologies, Gaithersberg, MD) como se describe en el Ejemplo 2. El cADN resultante fue seleccio-
nado por tamaños, y la fracción molecular alta ligada al vector del plásmido pcADN 3.1 (+) (Invitrogen, San Diego,
CA). Fueron transformadas DH10 de E. coli electrocompetentes (GIBCO Life Technologies, Gaithersberg, MD), y
fueron seleccionados 1 x 106 transformantes resistentes a ampicilina por la hibridación de colonias usando una sonda
de la proteína de unión de OPG de ratón 32P-marcada.

Un clón de plásmido de cADN de la supuesta proteína de unión de OPG humana fue aislado, phuOPGbp-1.1,
y contenía un inserto de 2,3 kb. La secuencia del nucleótido resultante del inserto de phuOPGbp-1.1 fue aproxima-
damente 80-85% homólogo con la secuencia de cADN de la proteína de unión de OPG de ratón. La traducción de
la secuencia de ADN de inserto indicó la presencia de un marco de lectura abierto largo predicho para codificar un
polipéptido de 317 aa (Figuras 4A-F). La comparación de los polipéptidos de OPG-bp de ratón y humano muestra que
son ∼87% idéntico, indicando que esta proteína está altamente conservada durante la evolución.

El ADN de la proteína de unión de OPG humano y las secuencias de proteína no estaban presentes en la el Genbank,
y no había ninguna secuencia de EST homóloga. Como con el homólogo murino, la proteína de unión de OPG humana
muestra una fuerte semejanza de secuencia para todos los miembros de la superfamilia de TNFα de citoquinas.

Ejemplo 6

Clonación y expresión bacteriana de la proteína de unión de OPG

La amplificación por PCR empleando los pares de cebador y plantillas descritas más abajo son usadas para generar
varias formas de proteínas de unión de OPG murinas. Un cebador de cada par introduce un codon de terminación
TAA y un sitio único XhoI o SacII después del término carboxi del gen. El otro cebador de cada par introduce un sitio
único NdeI, una metionina del extremo N-terminal, y codones optimizados para la parte del extremo amino terminal
del gen. La PCR y el termociclado se realizan usando la metodología del ADN estándar recombinante. Los productos
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de la PCR se purifican, se digieren por restricción, y se insertan en los sitios únicos NdeI y XhoI o SacII del vector
pAMG21 (Nº del catálogo ATCC 98113) y se transforman en 393 o 2596 de E. Coli prototrófico. Otros vectores de
expresión de E. coli y células huésped comúnmente usadas son también adecuados para la expresión. Después de la
transformación, los clones son seleccionados, el ADN del plásmido es aislado y se confirma la secuencia del inserto
de la proteína de unión de OPG.

Proteína de unión de OPG pAMG21-murina [75-316]

Esta construcción fue modificada genéticamente para tener 242 aminoácidos de longitud y tener los siguientes
restos del extremo N-terminal y C-terminal, NH2-Met (75)-Asp-Pro-Asn-Arg-------Gln-Asp-Ile-Asp (316)-COOH. La
plantilla usada para la PCR fue pcADN/32D-F3 y los oligonucleotidos Nº 1581-72 y Nº 1581-76 fueron el par de
cebador usado para la PCR y la clonación de esta construcción génica.

Proteína de unión de OPG pAMG21-murina [95-316]

Esta construcción fue modificada genéticamente para tener 223 aminoácidos de longitud y tener los siguientes res-
tos del extremo N-terminal y C-terminal, NH2-Met-His (95)-Glu-Asn-Ala-Gly-------Gln-Asp-Ile-Asp (316)-COOH.
La plantilla usada para la PCR fue pcADN/32D-F3 y los oligonucleotidos Nº 1591-90 y Nº 1591-95 fueron el par de
cebador usado para la PCR y la clonación de esta construcción génica.

Proteína de unión de OPG pAMG21-murina [107-316]

Esta construcción fue modificada genéticamente para tener 211 aminoácidos de longitud y tener los siguientes res-
tos del extremo N-terminal y C-terminal, NH2-Met-Ser (107)-Glu-Asp-Thr-Leu-------Gln-Asp-Ile-Asp (316)-COOH.
La plantilla usada para la PCR fue pcADN/32D-F3 y los oligonucleotidos Nº 1591-93 y Nº 1591-95 fueron el par de
cebador usado para la PCR y la clonación de esta construcción génica.

Proteína de unión de OPG pAMG21-murina [118-316]

Esta construcción fue modificada genéticamente para tener 199 aminoácidos de longitud y tener los siguientes res-
tos del extremo N-terminal y C-terminal, NH2-Met (118)-Lys-Gln-Ala-Phe-Gln-------Gln-Asp-Ile-Asp (316)-COOH.
La plantilla usada para la PCR fue pcADN/32D-F3 y los oligonucleotidos Nº 1591-94 y Nº 1591-95 fueron el par de
cebador usado para la PCR y la clonación de esta construcción génica.
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Proteína de unión de OPG pAMG21-murina [128-316]

Esta construcción fue modificada genéticamente para tener 190 aminoácidos de longitud y tener los siguientes res-
tos del extremo N-terminal y C-terminal, NH2-Met-Lys (128)-Glu-Leu-Gln-His-------Gln-Asp-Ile-Asp (316)-COOH.
La plantilla usada para la PCR fue pcADN/32D-F3 y los oligonucleotidos Nº 1591-91 y Nº 1591-95 fueron el par de
cebador usado para la PCR y la clonación de esta construcción génica.

Proteína de unión de OPG pAMG21-murina [137-316]

Esta construcción fue modificada genéticamente para tener 181 aminoácidos de longitud y tener los siguientes res-
tos del extremo N-terminal y C-terminal, NH2-Met-Gln (137)-Arg-Phe-Ser-Gly-------Gln-Asp-Ile-Asp (316)-COOH.
La plantilla usada para la PCR fue pcADN/32D-F3 y los oligonucleotidos Nº 1591-92 y Nº 1591-95 fueron el par de
cebador usado para la PCR y la clonación de esta construcción génica.

Proteína de unión de OPG pAMG21-murina [146-316]

Esta construcción fue modificada genéticamente para tener 171 aminoácidos de longitud y tener los siguientes
restos del extremo N-terminal y C-terminal, NH2-Met (146)-Glu-Gly-Ser-Trp-------Gln-Asp-Ile-Asp (316)-COOH.
La plantilla usada para la PCR es la proteína de unión de OPG pAMG21-murina [75-316] descrita anteriormente y
los oligonucleotidos Nº 1600-98 y Nº 1581-76 fueron el par de cebador usado para la PCR y la clonación de esta
construcción génica.
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Proteína de unión de OPG pAMG21-murina [156-316]

Esta construcción fue modificada genéticamente para tener 162 aminoácidos de longitud y tener los siguientes
restos del extremo N-terminal y C-terminal, NH2-Met-Arg (156)-Gly-Lys-Pro-------Gln-Asp-Ile-Asp (316)-COOH.
La plantilla usada para la PCR es la proteína de unión de OPG pAMG21-murina [158-316] más abajo y los oligonu-
cleotidos Nº 1619-86 y Nº 1581-76 fueron el par de cebador usado para la PCR y la clonación de esta construcción
génica.

Proteína de unión de OPG pAMG21-murina [158-316]

Esta construcción fue modificada genéticamente para tener 160 aminoácidos de longitud y tener los siguientes
restos del extremo N-terminal y C-terminal, NH2-Met-Lys (158)-Pro-Glu-Ala-------Gln-Asp-Ile-Asp (316)-COOH.
La plantilla usada para la PCR fue pcADN/32D-F3 y los oligonucleotidos Nº 1581-73 y Nº 1581-76 fueron el par de
cebador usado para la PCR y la clonación de esta construcción génica.

Proteína de unión de OPG pAMG21-murina [166-316]

Esta construcción fue modificada genéticamente para tener 152 aminoácidos de longitud y tener los siguientes
restos del extremo N-terminal y C-terminal, NH2-Met-His (166)-Leu-Thr-Ile-------Gln-Asp-Ile-Asp (316)-COOH. La
plantilla usada para la PCR es pcADN/32D-F3 y los oligonucleotidos Nº 1581-75 y Nº 1581-76 fueron el par de
cebador usado para la PCR y la clonación de esta construcción génica.

Proteína de unión de OPG pAMG21-murina [168-316]

Esta construcción fue modificada genéticamente para tener 150 aminoácidos de longitud y tener los siguientes
restos del extremo N-terminal y C-terminal, NH2-Met-Thr (168)-Ile-Asn-Ala-------Gln-Asp-Ile-Asp (316)-COOH. La
plantilla usada para la PCR es pcADN/32D-F3 y los oligonucleotidos Nº 1581-74 y Nº 1581-76 serán el par de cebador
que se use para la PCR y la clonación.

Se entiende que las construcciones anteriores son ejemplos y que un experto en la técnica puede obtener fácilmente
otras formas de la proteína de unión de OPG usando la metodología general presentada en este documento.
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Las construcciones bacterianas recombinantes pAMG21- proteína de unión de OPG murina [75-316], [95-316],
[107-316], [118-316], [128-316], [137-316], y [158-316] han sido clonadas, la secuencia de ADN confirmada, y se han
examinado los niveles de expresión del producto génico recombinante después de la inducción. Todas las construc-
ciones produjeron niveles del producto génico recombinante que fueron fácilmente visibles siguiendo la electroforesis
de gel de poliacrilamida SDS y tinción de coomassie de lisados a granel. El crecimiento de 393 o 2596 de E. coli
transformado, la inducción de la expresión de la proteína de unión de OPG y el aislamiento de cuerpos de inclusión
que contenían la proteína de unión de OPG se hace de acuerdo con los procedimientos descritos en el documento PCT
WO97/23614. La purificación de las proteínas de unión de OPG de cuerpos de inclusión requiere la solubilización y
la renaturalización de la proteína de unión de OPG usando procedimientos disponibles para un experto en la técnica.
La proteína de unión de OPG recombinante murina [158-316] fue encontrada que era producida sobre todo insoluble-
mente, pero fue encontrada aproximadamente el 40% en la fracción soluble. La proteína recombinante fue purificada
a partir de la fracción soluble como se describe más abajo y fue examinada su bioactividad.

Ejemplo 7

Purificación de la proteína de unión de OPG recombinante murina [158-316]

Fueron descongeladas células bacterianas congeladas que contenían la proteína de unión de OPG murina (158-316)
expresada y fueron resuspendidas en tris-HCl 20 mM, pH 7,0, EDTA 10 mM. La suspensión celular (20% p/v) entonces
fue homogeneizada por tres pasos a través de un microfluidizador. La suspensión celular lisada fue centrifugada en
un rotor JA14 a 10.000 revoluciones por minuto durante 45 minutos. El análisis de SDS-PAGE mostró una banda
de aproximadamente 18 kd de peso molecular presente tanto en cuerpos de inclusión como en el sobrenadante. La
fracción soluble fue aplicada después a una columna Sepharose 4FF SP de Pharmacia equilibrada con MES 10 mM
pH 6,0. La proteína de unión de OPG fue eluida con un gradiente de volumen de columna 20 de NaCl 0-0,4M en MES
pH 6,0. Las fracciones que contenían la proteína de unión de OPG entonces fueron aplicadas a una columna Bakerbond
de ABX equilibrada con MES 20 mM, pH 6,0. La proteína de unión de OPG fue eluida con un gradiente 15CV de
NaCl 0-0,5M en MES, pH 6,0. El producto final era más del 95% homogéneo en SDS-PAGE. La secuenciación del
extremo N-terminal dio la secuencia siguiente: Met-Lys-Pro-Glu-Ala-Gln-Pro-Phe-Ala-His que fue identificada con
la predicha para un polipéptido que comienza en el resto 158 (con una metionina iniciador). El peso molecular relativo
de la proteína durante la SDS-PAGE no cambia en la reducción.

Ejemplo 8

Bioactividad de la proteína de unión de OPG recombinante soluble in vitro

La proteína de OPG recombinante se ha mostrado previamente que bloquea la formación de osteoclastos depen-
diente de la vitamina D3 a partir de precursores de la médula ósea y del bazo en un ensayo formador de osteoclastos
como se describe en el documento de EE.UU. Nº 08/577.788. Ya que la proteína de unión de OPG se une a OPG, y
es un nuevo miembro de la familia de TNF de ligandos, es un objetivo potencial de la bioactividad de OPG. La pro-
teína de unión de OPG soluble recombinante (158-316), que representa el mínimo dominio tipo TNFα principal, fue
analizada por su capacidad de modular la diferenciación de osteoclastos a partir de precursores de osteoclastos. Las
células de la médula ósea fueron aisladas a partir de fémures de ratón adulto, y fueron tratadas con M-CSF. La fracción
no adherente fue co-cultivada con células ST2 en presencia y ausencia tanto de vitamina D3 como de dexametasona.
Como se muestra antes, los osteoclastos se desarrollan sólo a partir de co-cultivos que contenían células estromales
(ST2), vitamina D3 y dexametasona. La proteína de unión de OPG recombinante soluble fue añadida en concentracio-
nes variables en el intervalo de 0,16 a 500 ng/ml y la maduración de osteoclastos fue determinada por un ensayo de
solución de TRAP y por observación visual. La proteína de unión de OPG estimuló fuertemente la diferenciación de
osteoclastos y la maduración de una manera dependiente de la dosis, con efectos semi-máximos en el intervalo de 1-2
ng/ml, sugiriendo que esto actúa como un inductor potente de la osteoclastogenesis in vitro (Figura 5). El efecto de la
proteína de unión de OPG es bloqueado por el OPG recombinante (Figura 6).

Para analizar si la proteína de unión de OPG podía sustituir el estroma y los esteroides añadidos, fueron hechos
cultivos usando M-CSF a concentraciones variables para promover el crecimiento de precursores de osteoclastos y
fueron añadidas varias cantidades de la proteína de unión de OPG también. Como se muestra en la Figura 6, la dosis
de la proteína de unión de OPG estimuló dependientemente la actividad de TRAP, y la magnitud de la estimulación
fue dependiente del nivel de M-CSF añadido sugiriendo que estos dos factores juntos son críticos para el desarrollo
de osteoclastos. Para confirmar la importancia biológica de esta última observación, fueron hechos cultivos en cortes
óseos corticales bovinos y fueron analizados los efectos de M-CSF y la proteína de unión de OPG solos o juntos.
Como se muestra en las Figuras 7A-C, la proteína de unión de OPG en presencia de M-CSF estimulaba la formación
de grandes osteoclastos positivos TRAP que erosionaban la superficie ósea causando hoyos. Así, la proteína de unión
de OPG actúa como un factor estimulante de la osteoclastogenesis (diferenciación). Esto sugiere que el OPG bloquee
el desarrollo de osteoclastos secuestrando la proteína de unión de OPG.
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Ejemplo 9

Actividad in vivo de la proteína de unión de OPG soluble recombinante

Basado en estudios in vitro, la proteína de unión de OPG recombinante murina [158-316] producida en E. coli
es un potente inductor del desarrollo de osteoclastos a partir de precursores mieloides. Para determinar sus efectos
in vivo, ratones macho BDF1 de 4-5 semanas (Laboratorios Charles River) recibieron inyecciones subcutáneas de la
proteína de unión de OPG [158-316] dos veces al día durante tres días y en la mañana del cuarto día (días 0, 1, 2,
y 3). Cinco grupos de ratones (n = 4) recibieron solo vehículo, o 1, 5, 25 ó 100 µg/día de la proteína de unión de
OPG [158-316]. 5 grupos adicionales de ratones (n = 4) recibieron las dosis anteriores de vehículo o de la proteína
de unión de OPG [158-316] y además recibieron 1 mg/Kg/día (aproximadamente 20 µg/día) de Fc-OPG [22-194]
humano mediante una sola inyección subcutánea diaria. Fue determinado el calcio ionizado de sangre entera antes del
tratamiento el día 0 y 3-4 horas después de la primera inyección diaria de la proteína de unión de OPG [158-316] los
días 1, 2, y 3. Cuatro horas después de la última inyección el día 3 los ratones fueron sacrificados y fueron tomadas
radiografías.

El recombinante de la proteína de unión de OPG [158-316] produjo un aumento significativo del calcio ionizado
en sangre después de dos días de tratamiento con una dosis de 5 µg/día y más alta (Figura 8). La severidad de la
hipercalcemia indica una potente inducción de la actividad de osteoclastos lo que causa un aumento de la resorción
ósea. La administración de OPG simultánea limitó la hipercalcemia a una dosis de la proteína de unión de OPG [158-
316] de 5 y 25 µg/día, pero no a 100 µg/día. Estos mismos animales fueron analizados por radiografía para determinar
si había algún efecto sobre la densidad del mineral óseo visible por rayos X (Figuras 9A-D). El recombinante de
la proteína de unión de OPG [158-316] inyectado durante 3 días disminuyó la densidad ósea en la tibia proximal
de ratones en una manera dependiente de la dosis. La reducción de la densidad ósea fue particularmente evidente en
ratones que recibieron 100 µg/d confirmando que la hipercalcemia profunda en estos animales fue producida a partir de
una mayor resorción ósea y dando lugar a una liberación del calcio del esqueleto. Estos datos indican claramente que la
proteína de unión de OPG [158-316] actúa in vivo para promover la resorción ósea, conduciendo a una hipercalcemia
sistémica, y que el OPG recombinante anula estos efectos.

Ejemplo 10

Clonación y expresión de la proteína de unión de OPG soluble en células de mamífero

El clon de longitud completa de la proteína de unión de OPG murina y humana puede ser expresado en células de
mamífero como se describe antes en el Ejemplo 2. De forma alternativa, los clones de cADN pueden ser modificados
para codificar las formas secretadas de la proteína cuando se expresan en células de mamífero. Para hacer esto, el
extremo 5’ natural del cADN que codifica el codon de iniciación, y que se extiende aproximadamente por los 69
primeros aminoácidos de la proteína, incluyendo la región que atraviesa la transmembrana, podría ser sustituido por
una secuencia líder del péptido señal. Por ejemplo, las secuencias de ADN que codifican el codon de iniciación y el
péptido señal de un gen conocido pueden ser empalmadas a la secuencia de cADN de la proteína de unión de OPG
comenzando en cualquier parte después de la región que codifica el resto del aminoácido 68. Se predice que los clones
recombinantes resultantes producen formas secretadas de la proteína de unión OPB en células de mamífero, y que
deberían sufrir modificaciones post-translacionales que normalmente ocurren en el dominio extracelular del extremo
C-terminal de la proteína de unión de OPG, tal como la glicosilación. Usando esta estrategia, fue construida una
forma secretada de la proteína de unión de OPG que tenía en su extremo 5’ el péptido señal de OPG murino, y en su
extremo 3’ el dominio de IgG1 Fc humano. El vector del plásmido pCEP4/muOPG [22-401]-Fc como se describe en
el documento de EE.UU. Nº 08/577.788, presentado el 22 de Diciembre de 1995, fue digerido con NotI para dividir
entre el extremo 3’ de OPG y el gen de Fc. El ADN linealizado entonces fue digerido parcialmente con XmnI para
dividirse sólo entre los restos 23 y 24 de OPG dejando el extremo ciego. Las digestiones de restricción fueron entonces
desfosforiladas con CIP y la parte de vector de esta digestión (incluyendo los restos 1-23 de OPG y Fc) fue purificada
por gel.

La región de cADN de la proteína de unión de OPG murina que codifica los restos de los aminoácido 69-316
fue amplificada por PCR usando la Polimerasa Pfu (Stratagene, San Diego, CA) a partir de la plantilla del plásmido
usando los cebadores de los oligonucleotidos siguientes:
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El oligonucleotido 1602-61 amplifica el extremo 5’ del gen y contiene un sitio StuI artificial. El cebador 1602-59
amplifica el 3’ extremo del gen y contiene un sitio NotI artifical. El producto PCR resultante obtenido fue digerido con
NotI y StuI, después fue purificado por gel. El producto de la PCR purificado fue ligado con el vector, luego fue usado
para transformar células DH10B de E. coli electrocompetentes. El clon resultante fue secuenciado para confirmar la
intergridad de la secuencia amplificada y las uniones del sitio de restricción. Este plásmido entonces fue usado para
transfectar fibroblastos 293 humanos, y la proteína de fusión proteína de unión de OPG-Fc fue recogida del medio de
cultivo de la forma antes descrita en el documento de EE.UU. Nº 08/577.788, presentado el 22 de Diciembre de 1995.

Usando una estrategia similar, fue diseñado un vector de expresión que fue capaz de expresar un truncamiento del
extremo N-terminal fusionado al dominio de IgG1 Fc humano. Estas construcciones consisten en el péptido señal de
OPG murino (resto de 1-21 aa), fusionado en marco a los restos de la proteína de unión de OPG 158-316 murina,
seguido de una fusión en marco al dominio de IgG1 Fc humano. Para hacer esto, el vector del plásmido pCEP4/OPG
murino [22-401] (documento de EE.UU. Nº 08/577.788, presentado el 22 de Diciembre de 1995), fue digerido con
HindIII y NotI para eliminar el marco de lectura de OPG entero. Los restos 158-316 de la proteína de unión de OPG
murina fueron amplificados por PCR usando de la plantilla del plásmido pCDNA/32D-F3 los cebadores siguientes:

El 1616-44 amplifica la proteína de unión de OPG comenzando en el resto 158 así como los que contienen los
restos 16-21 del péptido señal de muOPG con un sitio de XhoI artificial. El 1602-59 amplifica el extremo 3’ del gen y
añade un sitio NotI en marco. El producto de la PCR fue digerido con NotI y XhoI y luego fue purificado por gel.

Los siguientes cebadores complementarios fueron hibridados entre sí para formar un adaptador que codificaba el
péptido señal de OPG murino y la secuencia Kozak que rodea el sitio de iniciación de la traducción:

Estos cebadores fueron hibridados, generando proyecciones 5’ compatibles con HindIII en el extremo 5’ y XhoI
en el extremo 3’. El vector digerido anteriormente obtenido, los oligos hibridados, y el fragmento de la PCR digerido
fueron ligados juntos y electroporados en células DH10B. El clon resultante fue secuenciado para confirmar la recons-
trucción auténtica de la unión entre el péptido señal, el fragmento de la proteína de unión de OPG que codifica los
restos 158-316, y el dominio de IgG1 Fc. El plásmido recombiante fue purificado, fue transfectado en fibroblastos 293
humanos, y fue expresado como producto de un medio acondicionado como se describe anteriormente.

Fueron clonados cADN de longitud completa murino y humano en el vector de expresión pCEP4 (Invitrogen, San
Diego, CA), luego fueron transfectados en cultivos de fibroblastos 293 humanos como se describe en el Ejemplo 1.
Los cultivos celulares fueron seleccionados con higromicina como se describe anteriormente y fue preparado medio
acondicionado sin suero. El medio acondicionado fue expuesto a una columna de OPG recombinante inmovilizado,
y las formas insertadas de OPG bp recombinante murino y humano fueron purificadas por afinidad. El análisis de la
secuencia del extremo N-terminal de las proteínas de unión de OPG purificadas solubles indica que la proteína murina
se divide preferencialmente antes de la fenilalanina 139, y la proteína humana preferencialmente se divide antes del
resto homólogo, isoleucina 140. Además la proteína humana también se divide preferencialmente antes de la glicina
145. Esto sugiere que las formas solubles que se dan naturalmente de la proteína de unión de OPG humana tienen
restos del amino terminal en la isoleucina en la posición 140 o en la glicina en la posición 145.
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Ejemplo 11

Péptidos de la proteína de unión de OPG y preparación de anticuerpos policlonales y monoclonales frente a la
proteína

Pueden ser obtenidos anticuerpos contra las regiones específicas de la proteína de unión de OPG por inmunización
con péptidos de la proteína de unión de OPG. Estos péptidos pueden ser usados solos, o pueden ser usadas para la
inmunización en formas conjugadas del péptido.

La estructura cristalina del TNFα maduro ha sido descrita [E.Y. Jones, D.I. Stuart, y N.P.C. Walker (1990) J.
Cell Sci. Suppl. 13, 11-18] y el monómero forma una estructura sándwich de hoja β antiparalela con una topología
de plegamiento en remolino. Diez cadenas β antiparalelas son observadas en esta estructura cristalina y forman una
estructura sandwich β con una hoja β que consiste en cadenas B’BIDG y la otra en cadenas C’CHEF [E.Y. Jones et
al., ibíd.] Dos bucles de TNFα maduro se han implicado a partir de estudios de mutagénesis que hacen contacto con
el receptor, siendo éstos los bucles formados entre la cadena β B y B’ y el bucle entre las cadenas β E y F [C. R.
Goh, C-S. Loh, y A.G. Porter (1991) Protein Engineering 4, 785-791]. La estructura cristalina del complejo formado
entre TNFβ y el dominio extracelular del receptor de TNF de 55 kd (TNF-R55) ha sido resuelto y se han descrito los
contactos receptor-ligando [D.W. Banner, A. D’Arcy, W. Janes, R. Gentz, H-J. Schoenfeld, C. Broger, H. Loetscher,
y W. Lesslauer (1993) Cell 73, 431-445]. De acuerdo con los estudios de mutagénesis descritos anteriormente [C.R.
Goh et al., ibíd.] los bucles BB’ y EF correspondientes del ligando TNFβ fueron encontrados que hacían la mayoría
de los contactos con el receptor en la estructura cristalina resuelta del complejo TNFb:TNF-R55. La secuencia de
aminoácidos de la proteína de unión de OPG murina fue comparada con las secuencias de aminoácidos de TNFα y
TNFβ. Las regiones de la proteína de unión de OPG murina correspondientes a los bucles BB’ y EF fueron predichas
basado en esta comparación y se han diseñado péptidos y son descritos más abajo:

A. Antígeno(s): La proteína de unión de OPG murina recombinante [158-316] ha sido usada como antígeno (ag)
para la inmunización de animales como se describe más abajo, y el suero será examinado usando las estrategias
descritas más abajo. Se han sintetizado los péptidos de los supuestos bucles BB’ y EF de la proteína de unión de OPG
murina y serán usados para la inmunización; estos péptidos son:

Se han usado péptidos con un resto de cisteína del extremo carboxi terminal para la conjugación usando las estra-
tegias descritas en la sección B más abajo, y se han usado para la inmunización.

B. Conjugación con hemocianina de lapa californiana o albúmina de suero bovino: Pueden ser conjugados pép-
tidos seleccionados o fragmentos de proteína a hemocianina de lapa californiana (HLC) para aumentar su inmunoge-
nicidad en animales. También pueden ser utilizados en el protocolo EIA péptidos conjugados con albúmina de suero
bovino (BSA) o fragmentos de proteína. HLC o BSA activado con Inject Maleimida (Compañía Química Pierce,
Rockford, IL) es reconstituido en dH2O hasta una concentración final de 10 mg/ml. Se disuelven los fragmentos pep-
tídicos o proteicos en tampón fosfato mezclado después con una masa equivalente (g/g) de HLC o BSA. Se permite
que la conjugación reaccione durante 2 horas a temperatura ambiente (ta) con agitación suave. La solución entonces
se pasa a través de una columna destiladora o dializada frente a PBS de la noche a la mañana. El conjugado peptídico
se almacena a -20ºC hasta que se use en las inmunizaciones o en EIA.

C. Inmunización: A ratones Balb/c, (Laboratorios Charles Rivers, Wilmington, MA) ratas Lou, o conejos Blancos
de Nueva Zelanda se les inyecta subcutáneamente (SQI) con ag (50 µg, 150 µg, y 100 µg respectivamente) emulsiona-
do en Adyuvante de Freund Completo (CFA, 50% vol/vol; Laboratorios Difco, Detroit, MI). Los conejos entonces son
revacunados dos o tres veces en intervalos de 2 semanas con antígeno preparado de la manera similar en Adyuvante de
Freund Incompleto (ICFA; Difco Laboratorios, Detroit, MI). Los ratones y las ratas fueron revacunados aproximada-
mente cada 4 semanas. Siete días después de la segunda revacunación, se realizan sangrias de ensayo y se determinan
los titulos del anticuerpo en suero. Cuando se desarrolla el título en conejos, se toma la producción de sangre semanal
de 50 mls durante 6 semanas consecutivas. Los ratones y ratas son seleccionados respecto a la producción de hibrido-
ma basado en los niveles de título en suero; se usan los animales con los títulos semi-máximos mayores a 5000. Un
experto en la técnica puede aplicar ajustes a este protocolo; por ejemplo, varios tipos de inmunomoduladores están
ahora disponibles y pueden ser incorporados a este protocolo.
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D. Ensayo inmunosorbente unido a enzima (EIA): Serán realizados EIA para determinar los títulos del anticuer-
po en suero (ab) de animales individuales, y más tarde para el rastreo de potenciales hibridomas. Fueron revestidas
placas EIA/RIA de microtitulación de 96 pocillos, de alta fijación y de fondo plano (Corporación Costar, Cambrid-
ge, MA) con proteína recombinante purificada o fragmento de proteína (antígeno, ag) en 5 µg por ml en tampón de
carbonato-bicarbonato, pH 9,2 (Na2CO3 0,015 M, NaHCO3 0,035 M). Pueden ser conjugados fragmentos de pro-
teína con albúmina de suero bovino (BSA) si es necesario. Cincuenta µl de ag serían añadidos a cada pocillo. Las
placas entonces serán revestidas con la película de acetato (ICN Biomedicals, Inc., Costa Mesa, CA) y serán incu-
badas a temperatura ambiente (ta) en una plataforma de agitación durante 2 horas o de la noche a la mañana a 4ºC.
Las placas serán bloqueadas durante 30 minutos a ta con 250 µl por solución de BSA del 5% por pocillo preparada
mezclando 1 parte de diluyente de BSA/concentrado de solución de bloqueo (Kirkegaard y Perry Laboratories, Inc.,
Gaithersburg, MD) con 1 parte de agua desionizada (dH2O). Habiendo sido desechada la solución de bloqueo, se-
rán añadidos a cada pocillo 50 µl de diluciones 2 veces de suero (de 1:100 a 1:12.800) o sobrenadantes de cultivo
de tejido de hibridoma. El diluyente de suero es BSA del 1% (10% de diluyente de BSA/concentrado de solución
bloqueante diluido 1:10 en solución salina tamponada de fosfato de Dulbecco, D-PBS; Gibco BRL, Grand Island,
Nueva York)) mientras que los sobrenadantes de hibridoma son analizados no diluidos. En el caso del rastreo de hi-
bridoma, es mantenido un pocillo como control conjugado, y un segundo pocillo como control de ab positivo. Las
placas se incuban de nuevo a ta, agitando durante 1 hora, luego se lavan 4 veces usando una preparación 1x de
concentrado 20x de solución de lavado (Laboratorios Kirkegaard y Perry, Inc., Gaithersburg, MD) en dH2O. El ab
secundario conjugado con peroxidasa de rábano picante (Boeringer Mannheim Biochemicals, Indianapolis, IN) di-
luido en 1% de BSA entonces se incuba en cada pocillo durante 30 minutos. Las placas se lavan como antes, se
secan transferidas, y se añade el sustrato del componente individual de ABTS peroxidasa (Laboratorios Kirkegaard
y Perry, Inc., Gaithersburg, MD). La absorbancia se lee a 405 nm para cada pocillo usando un lector de Microplaca
EL310 (Instrumentos Bio-tek, Inc., Winooski, VT). El título semi-máximo del anticuerpo en suero se calcula tra-
zando el log10 de la dilución en suero frente a la densidad óptica a 405, extrapolando luego en el punto del 50% de
la densidad óptica máxima obtenida por aquel suero. Los hibridomas se seleccionan como positivos si los valores
de densidad óptica son mayores que 5 veces por encima de la línea de fondo. Pueden aplicarse ajustes a este pro-
tocolo; por ejemplo, puede ser escogido el anticuerpo secundario conjugado por la especificidad o la reactividad no
específica.

E. Fusión celular: El animal seleccionado para la producción de hibridoma se inyecta intravenosamente con de 50
a 100 µg de ag en PBS. Cuatro días más tarde, el animal se sacrifica con dióxido de carbono y su bazo es recogido
en condiciones estériles en 35 ml de Medio Eagle Modificado de Dulbeccos conteniendo 200 U/ml de Penicilina G,
200 µg/ml de Sulfato de Estreptomicina, y glutamina 4 mM (2 x P/S/G DMEM). El bazo se recorta del tejido graso en
exceso, luego se aclara a través de 4 platos de 2x P/S/G DMEM limpio. Después se transfiere a una bolsa estomacal
estéril (Tekmar, Cincinnati, OH) que contiene 10 ml de 2x P/S/G DMEM y se disgrega en una suspensión celular
simple con el Stomacher Lab Blender 80 (Seward Laboratory UAC House; Londres, Inglaterra). Cuando las células se
liberan de la cápsula del bazo en el medio, se retiran de la bolsa y se transfieren a un tubo de centrifugadora cónica de
50 ml estéril (Becton Dickinson and Company, Lincoln Park, NJ). El medio recién preparado se añade a la bolsa y el
procedimiento es seguido hasta que el contenido de células enteras del bazo se liberan. Estos esplenocitos se lavan 3
veces por centrifugación a 225 x g durante 10 minutos.

Simultáneamente, los cultivos en fase log de células de mieloma, Sp2/0-Ag14 o Y3-Ag1.2.3 para fusiones de
esplenocito de ratón o rata, respectivamente, (Colección Americana de Cultivos Tipo; Rockville, MD) cultivados en
medio completo (DMEM, 10% de suero bovino fetal inactivado, glutamina 2 mM, aminoácidos no esenciales 0,1
mM, piruvato de sodio 1 mM, y tampón hepes 10 mM; Laboratorios Gibco, Grand Island, Nueva York) se lavan de
manera similar. Los esplenocitos se combinan con células de mieloma y se granulan otra vez. El medio se aspira de
los peletes de células y se mezcla con cuidado con 2 ml de polietilenglicol 1500 (PEG 1500; Boehringer Mannheim
Biochemicals, Indianapolis, IN) en las células en el curso de 1 minuto. A partir de entonces, se añade despacio un
volumen igual de 2x P/S/G DMEM. Se permite a las células fusionarse a 37ºC durante 2 minutos, luego se añaden 6
ml adicionales de 2x P/S/G DMEM. Las células de nuevo son puestas a 37ºC durante 3 minutos. Finalmente, se añaden
35 ml de 2x P/S/G DMEM a la suspensión celular, y las células se granulan por centrifugación. El medio se aspira
del pelet y las células se resuspenden con cuidado en medio completo. Las células se distribuyen en placas de cultivo
de fondo plano de tejido de 96 pocillos (Becton Dickinson Labware; Lincoln Parck, NJ) mediante gotas individuales
con una pipeta de 5 ml. Las placas se incuban de la noche a la mañana en condiciones humedecidas a 37ºC, 5% de
CO2. Al día siguiente, se añade un volumen igual de medio de selección a cada pocillo. La selección consiste en
hipoxantina 0,1 mM, aminopterina 4 x 10−4 mM, y timidina 1,6 x 10−2 mM en medio completo. Las placas de fusión
se incuban durante 7 días seguido de 2 cambios de medio durante los 3 días siguientes; se usa el medio de selección
HAT después de cada cambio de fluido. Los sobrenadantes del cultivo de tejido son tomados de 3 a 4 días después
del último cambio de fluido de cada pocillo que contiene híbrido y se analizan por EIA respecto a la reactividad del
anticuerpo específico. Este protocolo se ha modificado respecto al de Hudson y Hay, “Practical Immunology, Segunda
Edición”, Publicaciones Científicas Blackwell.
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Ejemplo 12

Clonación de un receptor de la proteína de unión de OPG expresada en células precursoras hematopoyéticas

La proteína de unión de OPG recombinante murina biológicamente activa [158-316] fue conjugada con fluorescei-
na-isotiocianato (FITC) para generar una sonda fluorescente. El marcaje fluorescente fue realizado por la incubación
de la proteína de unión de OPG recombinante murina [158-316] con succinimidil-éster del ácido 6-fluorescein-5-(y
6) carboxiamido-hexanoico (Molecular Probes, Eugene, O) en una relación molar 1:6 durante 12 horas a 4ºC. La pro-
teína de unión de OPG FITC-marcada [158-316] además fue purificada por cromatografía de filtración de gel. Fueron
aisladas e incubadas células de médula ósea de ratón en un cultivo en presencia de CSF-1 y la proteína de unión de
OPG [158-316] como se describe en el Ejemplo 10. Fueron cultivadas células de médula ósea de ratón de la noche a la
mañana en CSF-1 (30 ng/ml) y la proteína de unión de OPG [158-316] (20 ng/ml). Fueron eliminadas primero células
no adherentes y almacenadas en hielo y fueron eliminadas las células adherentes restantes incubando con tampón de
disociación celular (Sigma Chemicals, St. Louis, MO), fueron reunidas con la población no adherente, y luego fueron
teñidas con la proteína de unión FITC-OPG como se describe anteriormente. Después del lavado y la resuspensión
en PBS con 0,5% de BSA, las células fueron expuestas a la proteína de unión FITC-OPG, fueron lavadas, y después
fueron clasificados por FACS. La población de células que fueron positivas por teñirse con la proteína de unión FITC-
OPG fue recogida y el mARN fue aislado como se describe en el Ejemplo 2. Esta preparación de mARN fue usada
para hacer una genoteca de cADN siguiendo los procedimientos descritos en el Ejemplo 2.

La genoteca de cADN producida a partir de esta fuente fue usada para el análisis de secuencia de EST aleatorio
como se ha descrito anteriormente en la publicación PCT Nº WO97/23614 y en Simonet et al. (Cell 89, 309-319
(1997)). Usando este método, fue detectado un cADN de ∼2,1 kb que codificaba una nueva proteína TNFR-relaciona-
da. El largo marco de lectura abierto del cADN de ODAR murino codifica una proteína de 625 restos de aminoácidos
y contiene las propiedades contradictorias de proteínas TNFR-relacionadas: un péptido en señal hidrófobo en sus ex-
tremos N, cuatro secuencias de repetición ricas cisteína tándem, un dominio transmembrana hidrófobo, y un dominio
de señalización citoplásmico. La homología de esta proteína con otros miembros de la familia del receptor de TNF
y su expresión en las células de médula ósea que se unen a la proteína de unión de OPG FITC-marcada sugiere que
es un receptor potencial para la proteína de unión de OPG TNF-relacionada. Esta proteína se denomina ODAR, o
receptor de diferenciación y activación de osteoclastos. Se muestra la secuencia de ácidos nucleicos y la secuencia de
aminoácidos predicha de ODAR murino en las Figuras 10A-F.

El análisis reciente de secuencias en bases de datos públicamente disponibles indica que esta proteína es el homó-
logo murino de una proteína TNFR-relacionada humana conocida como RANK (Anderson et al., Nature 390, 175-
179 (1997)).

Ejemplo 13

Producción de la proteína de ODAR recombinante en células de mamífero

Un dominio extracelular de ODAR soluble fusionado a la región Fc de IgG1 humano fue producido usando pro-
cedimientos para la construcción y la expresión de proteínas de fusión Fc como se ha descrito previamente en el
documento WO97/23614 y en Simonet et al., supra. Para generar la proteína de ODAR soluble en células de mamí-
fero, el cADN que codifica el dominio extracelular de ODAR murino (aminoácidos 27-211) fue amplificado por PCR
con el grupo siguiente de cebadores de oligonucleotido:

Las reacciones PCR fueron llevadas a un volumen de 50 µl con 1 unidad de polimerasa de ADN Vent (Nueva
Inglaterra, Biolabs) en Tris-HCl 20 mM, pH 8,8, KCl 10 mM, (NH4)2SO4 10 mM, 0,1% de Triton-X100, 10 µM
de cada dNTP, 1 µM de cada cebador y 10 ng de plantilla de cADN de ODAR. Las reacciones fueron realizadas
a 94ºC durante 30 s, 55ºC durante 30 s, y 72ºC durante 1 minuto, para un total de 16 ciclos. El fragmento de la
PCR fue aislado por electroforesis. El fragmento de la PCR crea un sitio de restricción Hind III en el extremo 5’
y un sitio de restricción Not I en el extremo 3’. El fragmento digerido de la PCR Hind III-Not I entonces fue sub-
clonado en marco en un vector pCEP4-Fc modificado delante de la secuencia de cadena pesada de IgG-γ1 humana
como se ha descrito anteriormente en el documento WO97/23614 y en Simonet. supra). Un enlazador fue intro-
ducido que codifica dos aminoácidos no pertinentes que atraviesan la unión entre el dominio extracelular ODAR y
la región IgG Fc.
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La construcción entonces fue digerida con Nhe I y Hind III y el par de oligonucleotido hibridado siguiente que
codifica el péptido señal de OPG (aminoácidos 1-21) fue insertado en marco:

Un enlazador que codificaba dos aminoácidos no pertinentes fue introducido entre el péptido señal de OPG y
las secuencias de ODAR. La construcción final modificada genéticamente (ODAR-Fc/pCEP4) codifica una proteína
de fusión que contiene del extremo amino al término carboxi: péptido señal de OPG (aminoácidos 1-21)-enlazador
(LysLeu)-ODAR (aminoácidos 27-211)-enlazador (AlaAla)-IgG Fc humano.

La construcción fue transfectada en células 293-EBNA-1 por el método del fosfato de calcio como se describe
(Ausubel et al., Curr. Prot. Mol. Biol. 1, 9.1.1-9.1.3, (1994). Las células transfectadas entonces fueron seleccionadas
en 200 µg/ml de higromicina (GibcoBRL) y los cultivos de masa resistentes al fármaco resultantes fueron reunidos y
cultivados hasta confluencia. Las células fueron lavadas en PBS una vez y luego fueron cultivadas en medio sin suero
durante 72 h. El medio acondicionado fue recogido. La proteína de fusión ODAR-Fc en el medio fue detectada por
análisis de transferencia Western con anticuerpo de IgG Fc antihumano.

La proteína de fusión Fc fue purificada por cromatografía de columna de proteína-A (Perforan) usando los proce-
dimientos recomendados por el fabricante. Cincuenta pmoles de la proteína purificada entonces fueron sometidos a
análisis de la secuencia del extremo N-terminal por degradación Edman automatizada como se describe esencialmente
en Matsudaira et al. (J. Biol. Chem. 262, 10-35 (1987)). La secuencia de aminoácidos siguiente fue leída después de
10 ciclos:

La actividad de unión de ODAR-Fc con la proteína de unión de OPG fue examinada por tinción inmunofluorescente
de cultivos celulares de COS 7 transfectados como se describe en el Ejemplo 2. Las células COS-7 fueron lipofectadas
con 1 µg de un vector de expresión que contenía el ADN que codificaba la proteína de unión de OPG murina. Después
de 48 h de incubación, las células entonces fueron incubadas en solución PBS-FBS que contenía 10 mg/µl de IgG Fc
humano, ODAR-Fc, o proteína OPG-Fc a 4ºC durante 1 h. Las células entonces fueron lavadas con PBS dos veces y
luego fueron incubadas en solución de PBS-FBS que contenía 20 µg/ml de IgG antihumano de cabra FITC-marcado
(Southern Biotech Associates) durante otra hora. Después del lavado con PBS, las células fueron examinadas por
microscopía confocal (ACAS, Ultima, Insight Biomedical Imaging, Inc., Okemos, MI). Tanto ODAR-Fc como OPG-
Fc se unen a células COS-7 OPGL transfectadas (Figuras 11A-C).

Ejemplo 14

Actividad biológica in vitro de ODAR soluble recombinante

La capacidad de ODAR para inhibir la estimulación de la formación de osteoclastos por la proteína de unión de
OPG fue evaluada en un cultivo de médula ósea de ratón en presencia de CSF-1 (30 ng/ml) y la proteína de unión de
OPG (5 ng/ml). Los procedimientos para el uso de cultivos de médula ósea de ratón para estudiar la maduración de
osteoclastos se describen en el documento WO97/23614 y en el Ejemplo 8. La proteína de fusión ODAR-Fc producida
como se describe en el Ejemplo 12 fue añadida a concentraciones de 65 a 1500 ng/ml. La formación de osteoclastos
fue evaluada por citoquímica de fosfotasa alcalina resistente a tartrato (TRAP) y el ensayo de solución de TRAP
después de cinco días en cultivo.

Una inhibición dependiente de la dosis de la formación de osteoclastos por la fusión ODAR-Fc fue observada
tanto por citoquímica como por la actividad de TRAP (Figuras 12A-H). La proteína de fusión ODAR-Fc inhibió la
formación de osteoclastos con un ED50 de aproximadamente 10-50 ng/ml.
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Ejemplo 15

Actividad biológica de ODAR recombinante soluble in vivo

Ratones macho BDF1 jóvenes de crecimiento rápido de 3-4 semanas de edad recibieron dosis variables de la
proteína de fusión ODAR-Fc por una sola inyección diaria subcutánea en un vehículo (PBS/BSA del 0,1%) durante
cuatro días. Los ratones fueron sometidos a rayos x el día 5. Las dosis de la proteína de fusión ODAR-Fc usadas fueron
0,5, 1,5 y 5 mg/kg/día. Para cada tratamiento, todos los ratones en aquel grupo y en el grupo de control que recibió
PBS/BSA 0,1% fueron sometidos a rayos x en una película sola. La región metafisaria tibial proximal fue comparada
entre pares de tibias control y tratadas y fue anotado como un “+” si la tibia tratada era más densa según evaluación
visual que el control proporcionando los 8 valores mostrados más abajo. Se requirió un valor aleatorio de 5/8 para un
resultado “positivo”. (La dosis estaba en mg/Kg/día). (n = 4).

Después del sacrificio, fue retirada la tibia derecha de cada animal y fue medida la densidad ósea en la metafisis
tibial proximal por tomografía periférica cuantitativa automatizada (pQCT) (Stratec, Alemania). Dos cortes transver-
sales de 0,5 mm de hueso, 1,5 mm y 2,0 mm a partir del extremo proximal de la tibia fueron analizados (XMICE
5.2, Stratec, Alemania) para determinar la densidad del mineral óseo total en la metafisis. Un umbral de separación de
tejido blando de 1500 fue usado para definir el límite del hueso metafisario.

La administración de ODAR-Fc en ratones jóvenes en crecimiento inhibió la resorción ósea en la placa de creci-
miento tibial proximal produciendo una región de mayor densidad ósea que la evidente visualmente en las radiografías.
Los cambios radiográficos fueron evidentes en una dosis de 1,5 mg/kg/día y superiores en dos experimentos (Tabla 1).
La medida de la densidad ósea por pQCT en las muestras del segundo experimento en una región similar de la tibia
confirmó el aumento dependiente de la dosis en la densidad ósea en estos ratones (Figura 13).

TABLA 1

Inhibición de resorción ósea por la proteína de fusión ODAR-Fc
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REIVINDICACIONES

1. El uso de un anticuerpo como modulador de la proteína de unión de osteoprotegerina (OPGbp) para la prepa-
ración de un medicamento para impedir o tratar una enfermedad ósea, en el que el anticuerpo o su fragmento es un
antagonista que se une al OPG bp de las Figuras 4A-F (SEQ ID NO: 4).

2. El uso de la reivindicación 1, en el que el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal o su fragmento.

3. El uso de la reivindicación 1, en el que el anticuerpo es un anticuerpo recombinante o su fragmento.

4. El uso de la reivindicación 1, en el que el anticuerpo es un anticuerpo quimérico o un anticuerpo CDR-injertado.

5. El uso de la reivindicación 1, en el que el anticuerpo es un anticuerpo humano o su fragmento.

6. El uso de la reivindicación 5, en el que el anticuerpo se prepara por la inmunización de un animal transgénico
capaz de producir anticuerpos humanos.

7. El uso de la reivindicación 1, en el que el anticuerpo o su fragmento se une a un epítopo en el dominio extracelular
de OPGbp o se une a un epítopo en un fragmento del dominio extracelular de OPGbp.

8. El uso de la reivindicación 1, en el que el anticuerpo o su fragmento se une a una forma asociada a la membrana
de OPGbp.

9. El uso de la reivindicación 1, en el que el anticuerpo o su fragmento se une a una forma soluble de OPGbp.

10. El uso de la reivindicación 1, en el que el anticuerpo o su fragmento comprende además un diluyente farma-
céuticamente aceptable, vehículo, solubilizador, ernulsificante, conservante y/o adyuvante.

11. El uso de la reivindicación 9, en el que la forma soluble de OPGbp comprende los restos de aminoácidos 69-
317 de las Figuras 4-F (SEQ ID NO: 4) o uno de sus fragmentos.

12. El uso de la reivindicación 1, en el que el anticuerpo o su fragmento se administra con uno o varios de un factor
morfogénico óseo seleccionado a partir de BMP-1 a BMP-12, factor-β de crecimiento transformante, un miembro de
la familia del factor-β de crecimiento transformante, un factor de crecimiento de fibroblasto seleccionado de FGF-1 a
FGF-10, un inhibidor de interleuquina-1, un inhibidor de TNF-α, hormona paratiroidea, una prostaglandina de la serie
E, un bisfosfonato, o un mineral de potenciación ósea.

13. El uso de la reivindicación 1, en el que la enfermedad ósea se selecciona a partir del grupo que consiste en osteo-
porosis, osteomielitis, hipercalcemia, osteopenia asociada con cirugía, administración de esteroides, o inmovilización,
enfermedad de Paget, osteonecrosis, pérdida ósea debida a artritis reumatoide, pérdida ósea periodontal, aflojamiento
protésico y metástasis osteolítica.
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LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACIÓN GENERAL:

(i) SOLICITANTE: Amgen Inc.

(ii) TÍTULO DE LA INVENCIÓN: PROTEINAS DE UNIÓN DE OSTEOPROTEGERINA Y RECEPTORES

(iii) NÚMERO DE SECUENCIAS: 40

(iv) DIRECCIÓN PARA CORRESPONDENCIA:

(A) DESTINATARIO: Amgen Inc.

(B) CALLE: One Amgen Center Drive

(C) CIUDAD: Thousand Oaks

(D) ESTADO: California

(B) PAÍS: EE.UU.

(F) CÓDIGO POSTAL (ZIP): 91320-1789

(v) FORMATO LEGIBLE POR ORDENADOR:

(A) TIPO DE MEDIO: disquete

(B) ORDENADOR: PC IBM compatible

(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Versión #1.30

(vi) DATOS DE LA SOLICITUD ACTUAL:

(A) NÚMERO DE SOLICITUD:

(B) FECHA DE PRESENTACIÓN:

(C) CLASIFICACIÓN:

(viii) INFORMACIÓN SOBRE EL ABOGADO/AGENTE:

(A) NOMBRE: Winter, Robert B.

(C) REFERENCIA/NÚMERO DE EXPEDIENTE: A-45IB

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 1:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 2295 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(ix) CARACTERÍSTICAS:

(A) NOMBRE/CLAVE: CDS

(B) LOCALIZACIÓN: 158..1105

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 1:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 2:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 315 aminoácidos

(B) TIPO: aminocido

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: proteína

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 2:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 3:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 2274 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)
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(ix) CARACTERÍSTICAS:

(A) NOMBRE/CLAVE: CDS

(B) LOCALIZACIÓN: 185..1135

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 3:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 4:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 317 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: proteína

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 4:

7



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 284 203 T3

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 5:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 52 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 5:

GTTCTCCTCA TATGGATCCA AACCGTATTT CTGAAGACAG CACTCACTGC TT 52

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 6:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 37 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 6:

TACGCACTCC GCGGTTAGTC TATGTCCTGA ACTTTGA 37

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 7:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 51 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 7:
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ATTTGATTCT AGAAGGAGGA ATAACATATG CATGAAAACG CAGGTCTGCA G 51

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 8:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 42 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 8:

TATCCGCGGA TCCTCGAGTT AGTCTATGTC CTGAACTTTG AA 42

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 9:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 54 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 9:

ATTTGATTCT AGAAGGAGGA ATAACATATG TCTGAAGACA CTCTGCCGGA CTCC 54

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 10:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 42 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 10:

TATCCGCGGA TCCTCGAGTT AGTCTATGTC CTGAACTTTG AA 42

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 11:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 48 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 11:

ATTTGATTCT AGAAGGAGGA ATAACATATG AAACAAGCTT TTCAGGGG 48
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(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 12:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 42 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 12:

TATCCGCGGA TCCTCGAGTT AGTCTATGTC CTGAACTTTG AA 42

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 13:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 51 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ix) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 13:

ATTTGATTCT AGAAGGAGGA ATAACATATG AAAGAACTGC AGCACATTGT G 51

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 14:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 42 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 14:

TATCCGCGGA TCCTCGAGTT AGTCTATGTC CTGAACTTTG AA 42

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 15:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 51 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 15:

ATTTGATTCT AGAAGGAGGA ATAACATATG CAGCGTTTCT CTGGTGCTCC A 51
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(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 16:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 42 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 16:

TATCCGCGGA TCCTCGAGTT AGTCTATGTC CTGAACTTTG AA 42

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 17:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 40 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 17:

GTTCTCCTCA TATGGAAGGT TCTTGGTTGG ATGTGGCCCA 40

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 18:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 37 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 18:

TACGCACTCC GCGGTTAGTC TATGTCCTGA ACTTTGA 37

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 19:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 44 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 19:

GTTCTCCTCA TATGCGTGGT AAACCTGAAG CTCAACCATT TGCA 44
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(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 20:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 37 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 20:

TACGCACTCC GCGGTTAGTC TATGTCCTGA ACTTTGA 37

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 21:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 53 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 21:

GTTCTCCTCA TATGAAACCT GAAGCTCAAC CATTTGCACA CCTCACCATC AAT 53

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 22:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 37 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 22:

TACGCACTCC GCGGTTAGTC TATGTCCTGA ACTTTGA 37

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 23:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 65 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 23:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 24:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 37 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 24:

TACGCACTCC GCGGTTAGTC TATGTCCTGA ACTTTGA 37

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 25:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 59 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 25:

GTTCTCCTCA TATGACTATT AACGCTGCAT CTATCCCATC GGGTTCCCAT AAAGTCACT 59

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 26:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 37 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 26:

TACGCACTCC GCGGTTAGTC TATGTCCTGA ACTTTGA 37

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 27:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 30 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 27:

CCTCTAGGCC TGTACTTTCG AGCGCAGATG 30
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(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 28:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 32 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 28:

CCTCTGCGGC CGCGTCTATG TCCTGAACTT TG 32

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 29:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 46 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 29:

CCTCTCTCGA GTGGACAACC CAGAAGCCTG AGGCCCAGCC ATTTGC 46

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 30:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 32 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 30:

CCTCTGCGGC CGCGTCTATG TCCTGAACTT TG 32

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 31:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 56 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 31:

AGCTTCCACC ATGAACAAGT GGCTGTGCTG CGCACTCCTG GTGCTCCTGG ACATCA 56
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(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 32:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 56 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 32:

TCGATGATGT CCAGGAGCAC CAGGAGTGCG CAGCACAGCC ACTTGTTCAT GGTGGA 56

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 33:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 27 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido.

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: proteína

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 33:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 34:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 28 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: proteína

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 34:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 35:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 17 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: proteína
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(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 35:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 36:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 31 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 36:

TCTCCAAGCT TGTGACTCTC CAGGTCACTC C 31

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 37:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 36 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 37:

TCTCCGCGGC CGCGTAAGCC TGGGCCTCAT TGGGTG 36

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 38:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 72 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 38:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 39:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 72 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal
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(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADN (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 39:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO: 40:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 9 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: proteína

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 40:
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