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DESCRIPCION
sFRP y motivos peptidicos que interactian con sFRP y sus métodos de uso.

La divulgacion se refiere a la diferenciacion de osteoclastos, concretamente a un motivo peptidico y proteinas que
contienen el motivo, que son capaces de unirse a miembros de la familia de las proteinas secretadas relacionadas
con el receptor Frizzled.

ANTECEDENTES

La remodelacion 6sea, un proceso responsable de la constante renovacion del esqueleto humano adulto, es tarea
de los osteoclastos y osteoblastos, dos tipos de células especializadas que se originan a partir de progenitores
hematopoyéticos y mesenquimales de la médula dsea, respectivamente. El suministro constante y ordenado de
estas células resulta fundamental para la homeostasis esquelética, dado que una produccién incrementada o
reducida de osteoclastos u osteoblastos y/o los cambios en el ritmo de su apdptosis son en gran parte responsables
del desequilibrio entre la formacién y la reabsorcion de hueso que explica diversas enfermedades de huesos
sistémicas o localizadas.

Una actividad intensificada de los osteoclastos desempefia un papel fundamental en la patogénesis de la
osteoporosis postmenopdausica, la enfermedad de Paget, metastasis osteoliticas, mieloma mudltiple,
hiperparatiroidismo, artritis reumatoide, periodontitis e hipercalcemia de malignidad. Estos problemas clinicos estan
asociados con una importante morbididad o mortalidad y afectan a mas de 10 millones de pacientes en los Estados
Unidos. Sin embargo, solamente se dispone de un numero limitado de agentes que inhiben la formacion de
osteoclastos o la reabsorcion dsea y, en la mayoria de los casos, se desconocen sus mecanismos de accion. Por
otra parte, muchos de estos agentes tienen importantes efectos secundarios que limitan su utilidad. Por tanto, existe
la necesidad de identificar y caracterizar los inhibidores de la formacién de osteoclastos y reabsorcion ésea, como
parte de la constante busqueda para ofrecer beneficios terapéuticos a estos pacientes.

Por lo contrario, el descenso de la actividad de los osteoclastos desempefia un importante papel en la patogénesis
de la osteopetrosis, la osteodistrofia de Albright y la acondroplasia, para las que no existe una terapia especifica. Por
tanto, también existe la necesidad de identificar y caracterizar los tratamientos que intensifican la formacion de
osteoclastos y la reabsorcién 6sea, a fin de proporcionar terapias Utiles para estos pacientes.

La identificacion de los mecanismos implicados en los trastornos 6seos es fundamental para entender la fisiologia de
los huesos. A pesar de que se han identificado y clonado humerosos genes y familias de genes (y los polipéptidos
que estos codifican) que participan en la regulacion de las células éseas, sus funciones todavia no se han definido
con claridad, debido a las complejidades que presentan las vias de formacién del hueso. Existe una gran necesidad
de realizar una identificacién definitiva de los objetivos para el tratamiento de los trastornos éseos, incluyendo los
trastornos de reabsorcion 6sea, como la osteoporosis postmenopausica, la enfermedad de Paget, las metastasis
osteoliticas, el mieloma mudltiple, la artritis reumatoide, la hipercalcemia de malignidad, la osteopetrosis, la
osteodistrofia de Albright y la acondroplasia.

WOO01/19855A divulga el concepto general de las SFRP y las composiciones farmacéuticas que las contienen.
Baranski et al, Developmental Biology, vol 217, n°® 1 (2000) paginas 25-41 se refiere a los patrones de expresion
dinamicos de frzb-1,

Hausler et al, Bone, vol 27, n° 4 (2000) pagina 335 se refiere a las SFRP expresadas por los osteoblastos.

Rattner et al, Proceedings of the National Academy of Sciences of USA, vol 94, n° 7 (1997) paginas 2859-2863, se
refiere a una familia de proteinas secretadas que contienen homologia con los receptores Frizzled.

Hijikata et al, FEBS, vol 457, n° 3 (1999) paginas 405-408 se refiere a la introduccion de apoptosis de las células de
la linea monocito-macréfago.

Van Der Pluijm et al, Journal of Bone and Mineral Research, vol 9, N° 7 (1994) paginas 1021-1028, se refiere a las
integrinas y a la reabsorcién osteoclastica en tres cultivos de érganos 6seos.

Finch et al, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, vol 94, N° 13 (1997)
paginas 6770-6775, se refiere a la purificacion y clonacién molecular de un antagonista de la acciéon de Wnt.

RESUMEN DE LA DIVULGACION

En el presente se divulgan proteinas que se unen a la proteina secretada relacionada con el receptor Frizzled-1
(sFRP-1). En una realizacion, el péptido de unién de sFRP-1 es un péptido purificado.
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En otra realizacion, se divulga un método para intensificar la diferenciacion de osteoclastos. En un ejemplo
especifico, no limitador, el método incluye la administracion de una cantidad terapéuticamente efectiva de los
péptidos purificados divulgados en el presente (o fragmentos, fusiones 0 miméticos efectivos) a un sujeto, a fin de
intensificar la diferenciacion de osteoclastos.

En otra realizacion, se proporciona un método para inhibir la formaciéon de osteoclastos en un sujeto. EI método
incluye la administracién al sujeto de una cantidad terapéuticamente efectiva de sFRP-1 (SEC. ID. N°: 3), fragmentos
de SEC. ID. N°: 3, o fusiones o variantes de SEC. ID. N°: 3, a un sujeto, donde el polipéptido se une a una molécula
de RANKL, identificada con el niimero de acceso GenBank AF013171, niUmero de acceso GenBank AF019047, o
numero de acceso GenBank AP053712, u otro miembro de la familia del TNF.

En otra realizacion mas, se proporciona un método para modular la actividad de las células T. En un ejemplo
especifico, no limitador, el método incluye la administracién a un sujeto de una cantidad terapéuticamente efectiva
de los péptidos de unién a sFRP-1 purificados divulgados en el presente, con el fin de modular la actividad de las
células T.

La invencion se define en las reivindicaciones adjuntas.

El polipéptido no tiene la secuencia para la SARP-2 humana, divulgada en Melcomyant et al., 1997, Proc. Natl. Aad
Sei. USA, 94, 13636 — 13641, con alanina en la posicién 174 (Uni Prot IDNo.Q8N474).

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1 es una gréfica que muestra el resultado de la unién de la proteina de fusién A-C2 (SEC. ID. N°: 14)/AP
(fosfatasa alcalina) a sFRp-1 (SEC. ID. N°: 3). Se incubaron caldos de colonias bacterianas separadas infectadas
con fagos que expresan la quimera A-C2/AP en pocillos ELISA recubiertos de sFRP-1 (y posteriormente se
bloquearon con BSA) o BSA solamente. Cada uno de los caldos (identificados como 1-1,1-2,1-6,1-12,1-13 and 1-14)
contenia actividad de AP, medida mediante reaccion con pNPP y desarrollo de color a 405 nm, que se unia
especificamente a los pocillos recubiertos de sFRP-1 (SEC. ID. N°: 3) (barras grises) en comparacién con los
pocillos recubiertos solamente con BSA (barras negras). Cada muestra se testd individualmente; esto es
representativo de varios experimentos.

FIG. 2 es una grafica que muestra los resultados de un ensayo de unidon competitivo de A-C2/AP (SEC. ID. N°: 14) y
los péptidos 12-mer A-C2 (SEC. ID. N°: 14) y A-F7 (SEC. ID. N°: 12) a BSA o sFRP-1 (SEC. ID. N°: 3). Los péptidos
12-mer solubles, A-C2 (SEC. ID. N° 14) y A-F7 (SEC. ID. N° 12), fueron preincubados durante 30 minutos a las
concentraciones indicadas con caldo bacteriano que contenia la quimera A-C2/AP antes de afiadirlos a los pocillos
ELISA recubiertos de sFRP-1 (A-C2 cuadrados abiertos y A-F7 rombos abiertos) o BSA (A-C2 circulos abiertos y A-
F7 triangulos abiertos). Las muestras se testaron por triplicado y los resultados se muestran como la media +/- SD.
Esto es representativo de los tres experimentos.

FIG. 3 es una gréfica que muestra los resultados de ensayos de unidn de proteinas de fusion de A-C2 (SEC. ID. Ne°:
14)/fosfatasa alcalina con alanina sustituida a sFRP-1 (SEC. ID. N°: 3) en un ELISA. La grafica de barras indica la
media +/- S.D. de mediciones por triplicado de un Unico experimento representativo. Un andlisis paralelo de estas
muestras en pocillos recubiertos con anticuerpo monoclonal para el epitopo FLAG indicé que la concentraciéon de
quimera en los diferentes caldos era similar.

FIG. 4 es un conjunto de diagramas que muestran un analisis calorimétrico de la interaccién entre el péptido AC2 y
sFRP-1. La FIG. 4 es un seguimiento y muestreo que indica el calor generado cuando se afiadieron partes alicuotas
de una solucién de AC2 a una camara que contenia sFRP-1 disuelta en PBS. La FIG. 4 es un seguimiento y
muestreo del calor generado en el control de PBS correspondiente. Basandose en la cantidad de calor liberado, se
calcularon diversos pardmetros de la reaccién de unién, incluyendo la entalpia (AH) y la constante de disociacién
(Kd).

FIG. 5 es una grafica que muestra los resultados de ensayos de unién ELISA utilizando RANKL soluble (sRANKL) y
sFRP-1 (SEC. ID. N° 3). El rombo abierto representa la union de sRANKL a sFRP-1, y el simbolo méas («+»)
representa la union de sRANKL a la albumina de suero bovino (BSA).

FIG. 6 es un conjunto de graficas que muestra que la sFRP-1 inhibe la formacién de osteoclastos en dos modelos
experimentales diferentes. La FIG. 6A es una gréafica que muestra los resultados de experimentos de cocultivo en los
que los osteoblastos primarios y la médula espinal se incubaron con diferentes concentraciones de sFRP-1.
Posteriormente, los pocillos fueron tefiidos para determinar el nUmero de células multinucleadas (MNC) TRAP+. Los
resultados demuestran que a medida que la concentracion de sFRP-1 aumenta, la maduracion de osteoclastos
disminuye (como evidencia el descenso de TRAP+). Los resultados mostrados son la media +/- S.D. de mediciones
por cuadriplicado. La FIG. 6B es una grafica que muestra los resultados de experimentos en los que células de un
bazo adulto fueron tratadas con RANKL, un factor de estimulacion de la colonia de macréfagos (M-CSF), y diversas
concentraciones de sFRP-1 (SEC. ID. N°: 3). Posteriormente, se tifieron los pocillos para determinar el numero de
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células multinucleadas (MNC) TRAP+. Los datos presentados son la media +/- S.D. de mediciones por
cuadriplicado. Los resultados demuestran que a medida que la concentracion de sFRP-1 aumenta, la maduracion de
osteoclastos disminuye.

FIG. 7 son dos gréficas que muestran que el antisuero de sFRP-1 estimula la formacion de osteoclastos en
cocultivos de osteoblastos primarios y células de un bazo adulto. La FIG. 7A es una gréafica que muestra que el
anticuerpo especifico de sFRP-1 que se une a sFRP-1 causa un aumento de la formacién de osteoclastos. La
formacion de osteoclastos, medida mediante tincion de TRAP+, se evalu6 en cocultivos de osteoblastos primarios y
células de un bazo adulto sin suplementos hormonales o con dosis subéptimas de 1a,25(OH,) vitamina D3 (10 om) y
dexametasona (10 M) en presencia o ausencia de inmunoglobulina purificada (~2 pug/mL) de un conejo inmunizado
con sFRP-1 recombinante. Los resultados son la media +/- S.D. de células TRAP+ mononucleadas y multinucleadas
detectadas en muestras cuadriplicadas tras siete dias en cultivo. La FIG. 7B es una grafica que muestra que los
anticuerpos especificos de sFRP-1 se unen a sFRP-1y provocan un aumento de la formacmn de osteoclastos en
presencia de dosis 6ptimas de 1a,25(OHy) vitamina D3 (10 M) y prostaglandina E2 (PGE2) 107 M. La formacién de
osteoclastos, medida mediante tincion de TRAP+, se evalué en cocultivos de osteoblastos prlmanos y células de un
bazo adulto sm suplementos hormonales o con dosis éptimas de 1a,25(OH,) vitamina D3 (10 M) y prostaglandina
E2 (PGEZ2, 107 M) en presencia o ausencia de inmunoglobulina purificada (-1 yg/mL) de un conejo inmunizado con
sFRP-1 recombinante. Los resultados son la media +/- S.D. de las células TRAP+ mononucleadas y multinucleadas
detectadas en muestras cuadriplicadas tras siete dias en cultivo.

FIG. 8 es una grafica que muestra que el péptido A-C2 estimula la formacién de osteoclastos en cocultivos de
osteoblastos y células de un bazo adulto. La formacion de osteoclastos en respuesta a dosis éptimas de of
10,25(0OHy) vitamina D3z (10 M) y PGE2 (10 M) no se vio intensificada por la adicion concomitante del dominio de
homologia de la netrina (NHD) de sFRP-1 (SEC. ID. N° 13; 5 pg/mL), pero resulté notablemente estimulada por la
incubacién simultanea con el péptido A-C2 (SEC. ID. N° 14; 5 pg/mL). Como control positivo para la
osteoclastogene5|s intensificada, las células se trataron con dosis subéptimas de Xn,25(0OH ;) vitamina D3 (10 M) y
PGE2 (10 M) en ausencia o presencia del anticuerpo especifico 1/500 de sFRP-1. La grafica de barras muestra la
media +/- S.D. de células TRAP+ multinucleadas testadas por cuadriplicado.

FIG. 9 es una grafica que muestra los resultados de un experimento en el que A-C2 (SEC. ID. N°: 14) se incubd
durante diversos periodos de tiempo con células de un bazo adulto. El Grupo 1 era el grupo de control que no
contenia el péptico A-C2 (SEC. ID. N°: 14). El Grupo 2 fue tratado con A-C2 (SEC. ID. N°: 14) del dia 0 al dia 3, el
Grupo 3 fue tratado con A-C2 (SEC. ID. N°: 14) del dia 4 al dia 7, el Grupo 4 fue tratado con A-C2 (SEC. ID. N°: 14)
del dia 7 al dia 10 y el Grupo 5 fue tratado con A-C2 (SEC. ID. N°: 14) del dia 0 al dia 10. Todos los grupos de
tratamiento recibieron RANKL a 50 ng/mL y M-CSF a 25 ng/mL. La presencia de A-C2 (SEC. ID. N°: 14) durante los
dias 0 a 3 provocé un aumento de la produccién de osteoclastos.

FIGS. 10A y 10B son graficas que ilustran los resultados de la incubacion de A-C2 (SEC. ID. N°: 14) con células de
un bazo adulto que contienen células T (FIG. 10A) y células de un bazo sin células T (FIG. 14B): Las células T
fueron separadas inmunomagnéticamente de las células del bazo. La formacion de osteoclastos fue inducida por
RANKL (50 ng/mL) y M-CSF (25 ng/mL), y valorada mediante un recuento de las células multinucleadas TRAP+ tras
nueve dias de cultivo. La formacion de osteoclastos se midio en cultivos de células de un bazo adulto (FIG. 14A) o
en cultivos que carecian de células T (FIG. 10B) en ausencia (Control +ve) o presencia de A-C2 (5 mg/mL). Estos
cultivos no contienen ningun osteoblasto, por lo que los efectos de A-C2 se limitaron a las células linfociticas o
hematopoyéticas. La grafica de barras muestra la media +/- S.D. de células multinucleadas TRAP+ de muestras por
cuadriplicado. Los controles para este experimento incluian células de bazo [completas (FIG. 10A) o con reduccién
de células T (FIG. 10B)] en ausencia de RANKL y M-CSF (control -ve) y en estas condiciones no se produjo ningdn
osteoclasto. Como control positivo para el sistema del ensayo (Control +ve), los cultivos se trataron con RANKL (50
ng/mL) y M-CSF (25 ng/mL), y los efectos de la adicién de A-C2 se compararon con este cultivo.

FIGS. 11A y 11B son graficas que ilustran la estimulacion con A-C2 (SEC. ID. N° 14) de la diferenciacion de las
células multinucleadas TRAP+ en cultivos de células RAW264.7 (TIB-71). El Grupo 1 fue el control positivo que
contenia 50 ng/mL RANKL. Los Grupos 2, 3 y 4 contenian 50 ng/mL RANKL y 5 Ug/mL, 1 ng/mL, o0 0.5 pg/mL de A-
C2 (SEC. ID. N° 14), respectivamente. Se observé la estimulaciéon cuando se afiadieron células T a los cultivos
(FIG. 15A) en comparacioén con los casos en los que no se afadieron células T a los cultivos (FIG. 15B).

FIG. 12 es una grafica de la avidez de unién de diversos mutantes por delecion de sFRP-1 para RANKL en ensayos
ELISA. Los pocillos fueron recubiertos con sFRP-1 completa o bien con cualquiera de una serie de mutantes por
delecién de sFRP-1 marcados con epitopos (Uren et al, J Biol Chem 275:4374-382,2000) o control de BSA v,
posteriormente, fueron incubados de forma secuencial con RANKL soluble y reactivos para detectar el RANKL unido
a los pocillos. Los resultados mostrados son la media +/- S.D. de mediciones por triplicado de un experimento
representativo.

FIG. 13 es un conjunto de cuatro gréaficas que muestran que la union de RANKL al CRD expresado bacterianamente
en ensayos ELISA es sélida y puede tener dos afinidades . FIG. 13A es una grafica que muestra la uniéon de RANKL
a pocillos recubiertos con el CRD. La densidad optica en los pocillos es una medida de la cantidad de RANKL
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retenida en los pocillos y se traza como una funcién de la concentracién de RANKL soluble incubada en los pocillos.
FIG. 13B es una representacion de Scatchard de los datos de union de RANKL mostrados en la FIG. 13A. La unién
parece caracterizarse por mas de una afinidad. FIG. 13C es un cambio de formato del analisis de Scatchard de la
FIG. 13B, perteneciente a un sitio de unidon de mayor afinidad putativa. La FIG. 13D es un cambio de formato del
andlisis de Scatchard de la FIG. 13B, perteneciente a un sitio de unién de menor afinidad putativa.

FIG. 14 es un conjunto de tres graficas que muestran que el CRD expresado bacterianamente de sFRP-1 inhibe la
formacion de osteoclastos en diversos modelos experimentales, incluyendo el que no es dependiente de RANKL.
Estos fueron: (1) RAW264.7 + TNFa + TGFf (FIG. 14A; Horwood et al, Journal of Immunology 166:4915-4921, 2001;
Quinn et al, Journal of Bone and Mineral Research. 16, 1787-1794, 2001 (2) la linea celular de macréfago/monocito
RAW?264.7 + RANKL (FIG. 14B), y (3) células de médula espinal + RANKL + M-CSF (FIG. 14C). En cada sistema,
tanto los dependientes de RANKL (FIG. 14B y FIG. 14C) como los independientes de RANKL (FIG. 14A, formacion
de osteoclastos dependiente de TNFa), el CRD expresado bacterianamente imit la accion de la sFRP -1 de longitud
completa con una potencia similar.

FIG. 15 es una grafica que muestra que la sFRP-1 puede inhibir la formacién de osteoclastos en las células
RAW?264.7 tratadas con una combinacion de citocinas que incluye TNFa, pero no RANKL. El efecto de la sFR P-1 se
evalué con un método de formacion de osteoclastos independiente de RANKL, empleando la linea celular de
monocito/macrofago RAW264.7 (Quinn et al., Journal of Bone and Mineral Research. 16, 1787-5 1794, 2001) y se
compar6 con el de la osteoprotegerina. Se afiadi6 TGFa durante los tres primeros dias de cultivo para incrementar el
nimero de osteoclastos. La sFRP-1 inhibi6o la formacion de osteoclastos dependiente de TNéuando estaba
presente durante los tres primeros dias de cultivo, mientras que la OPG no tuvo ningun efecto que sugiera que la
sFRP-1 estaba actuando independientemente de RANKL, mediante la unién a TNé o mediante la sdializacion de
WNT.

FIG. 16 es un diagrama esquematico de un posible mecanismo de unién sFRP-1 (SEC. ID. N° 3)/RANKL. Cabe
sefialar que el motivo de unién de sFRP-1 en la secuencia RANKL se encuentra justo por debajo de los sitios de
clivaje de TACE (flechas). TACE es la enzima de conversion de TNFa, que se sabe que procesa RANKL (L. Lum et
al, J. Biol. Chem. 274:13613-13618, 1999). La unién de sFRP-1 a RANKL podria alterar el procesamiento de RANKL
por parte de TACE, lo que a su vez podria alterar la actividad de RANKL.

FIG. 17 es un diagrama que muestra un posible modelo del papel de la sFRP-I en la formacion de osteoclastos. Una
célula de soporte de los osteoclastos que expresa RANKL interactia con sFRP-1 (SEC. ID. N°: 3) provocando la
inhibicion de la formacién de osteoclastos. Cuando se afiade el motivo peptidico (SEC. ID. N°: 9) a la solucion se
une a sFRP-1 (SEC. ID. N°: 3) y promueve la diferenciacién de osteoclastos.

LISTA DE SECUENCIAS

Las secuencias de aminoéacidos y acidos nucleicos recogidas en la lista de secuencias adjunta se muestran
empleando las abreviaturas estandar en letra para las bases de nucleétidos y un cédigo de tres letras para los
aminoacidos. Solamente se muestra una cadena de cada secuencia de acido nucleico, aunque la cadena
complementaria se da por incluida por cualquier referencia a la cadena mostrada.

SEC. ID. N° 1 muestra la secuencia de cDNA de la sFRP-1 humana.

SEC. ID. N°: 2 muestra la secuencia de acido nucleico del marco abierto de lectura de la sFRP-1 humana.

SEC. ID. N° 3 muestra la secuencia de aminoacido de la sFRP-1 humana.

SEC. ID. N°: 4 muestra la secuencia de aminoacido de la sFRP-1-M/H humana.

SEC. ID. N°: 5 muestra la secuencia de aminoacido de la sFRP-A1-M/H humana.

SEC. ID. N°; 6 muestra la secuencia de aminoacido de la sFRP- A 2-M/H humana.

SEC. ID. N°; 7 muestra la secuencia de aminoécido de la sFRP- A 3-M/H humana.

SEC. ID. N°: 8 muestra la secuencia de aminoacido de la sFRP- A CRD-M/H humana.

SEC. ID. N°: 9 muestra la secuencia de aminoacido del motivo peptidico.

SEC. ID. N°: 10 muestra el motivo peptidico del receptor A del ANP (humano).

SEC. ID. N°: 11 muestra la secuencia de aminoacido del péptido A-E4.

SEC. ID. N°: 12 muestra la secuencia de aminoacido del péptido A-F7.

SEC. ID. N°: 13 muestra la secuencia de aminoacido del dominio de homologia a netrina de la sFRP-1.

SEC. ID. N°: 14 muestra la secuencia de aminoacido del péptido A-C2.

SEC. ID. N°: 15-26 muestra los péptidos generados para su uso en experimentos de exploracién de alanina.

SEC. ID. N° 27 muestra la secuencia de aminoacido de B-B9.

SEC. ID. N°: 28 muestra una secuencia de aminoacido que se encuentra en RANKL y que contiene una secuencia
similar a la de la SEC. ID. N°: 9.

SEC. ID. N°: 29 muestra una secuencia de aminoacido que se encuentra en RANKL y que contiene una secuencia
similar a la de la SEC. ID. N°: 9.

SEC. ID. N° 30-39 muestra las secuencias de acido nucleico de varios cebadores y sondas empleados en PCR y en
los experimentos de hibridacion.

SEC. ID. N°: 40 muestra la secuencia de aminoacido del péptido A-D9.
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DESCRIPCION DETALLADA
l. Abreviaturas

BSA:  Albdmina de suero bovino

CRD:  Dominio rico en cisteina

ELISA: Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
HSPG: Proteoglicanos de heparan sulfato

mAb:  Anticuerpo monoclonal

MDCK: Rifién canino Madin-Darby

M/H: Epitopos marcadores Myc-His

PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida

PBS:  Solucion tampoén de fosfatos

sFRP: Proteina secretada relacionada con el receptor Frizzled
Whnt: Proteinas Wnt

. Términos

A menos que se indique lo contrario, los términos técnicos se emplean de acuerdo al uso convencional. Las
definiciones de los términos comunes en biologia molecular se pueden encontrar en Benjamin Lewin, Genes V,
publicado por Oxford University Press, 1994 (ISBN 0-19-854287-9); Kendrew et al. (eds.), The Encyclopedia of
Molecular Biology, publicado por Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); y Robert A. Meyers (ed.),
Molecular Biology and Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference, publicado por VCH Publishers, Inc., 1995
(ISBN 1-56081-569-8).

A fin de facilitar la revisién de las diversas realizaciones de la revelacion, se proporcionan las 35 explicaciones de
términos especificos siguientes:

Anomalo: Desviacion de las caracteristicas normales. Las caracteristicas normales se pueden encontrar en un
grupo de control, un estandar para una poblacion, etc. Por ejemplo, cuando la condicion anémala es una
enfermedad, como la osteoporosis (caracterizada por una reduccion de la masa 0sea), algunas fuentes apropiadas
de caracteristicas normales podrian incluir a un individuo que no padece la enfermedad (p.ej., la osteoporosis), un
estandar de la poblacién de individuos que se cree que no sufren la enfermedad, etc.

Del mismo modo, andmalo se puede referir a una condicién asociada con una enfermedad. El término «asociado
conx» incluye un riesgo mayor de desarrollar la enfermedad, asi como la enfermedad en si. Por ejemplo, una
determinada anomalia (como una reduccién en la expresion de sFRP, que a su vez conlleva una regulacion al alza
de la formacién de osteoclasto) se puede describir como asociada con la condicién biolégica de la osteoporosis
(descenso de la masa 06sea); por tanto, la anomalia es predictiva tanto de un riesgo mayor de desarrollar la
osteoporosis como de la presencia de osteoporosis.

Una expresion de proteina andmala, como la expresion de proteina sFRP andmala, se refiere a la expresion de una
proteina que es de algiin modo diferente de la expresién de la proteina en una situacién normal (expresion natural).
Esto incluye, a titulo meramente enunciativo, lo siguiente: (1) una mutacion de la proteina de forma que uno o mas
de los residuos de aminoacidos son diferentes; (2) una corta eliminacién o adicién de uno o algunos residuos de
aminoacidos en la secuencia de la proteina; (3) una eliminacion o adicién mas larga de residuos de aminoéacidos, de
forma que se elimina o afiade un dominio o subdominio completo de la proteina; (4) expresion de una cantidad
aumentada proteina, en comparacion con una cantidad estandar o de control; (5) expresiéon de una cantidad
reducida de la proteina, en comparaciéon con una cantidad estandar o de control; (6) alteracién de la ubicacion
subcelular o del objetivo de la proteina; (7) alteraciéon de la expresion temporalmente regulada de la proteina (de
forma que la proteina se expresa cuando normalmente no lo haria o, alternativamente, no se expresa cuando
normalmente si lo haria); (8) alteracion del procesamiento post-translacional; y (9) alteracion de la expresion
localizada (p. €j., especifica para el érgano o el tejido) de la proteina (de forma que la proteina no se expresa cuando
normalmente si lo haria o se expresa cuando normalmente no lo haria), todo ello en comparacién con un grupo de
control o estandar.

Los controles o estandares apropiados para la comparacién con una muestra, para determinar una anomalia,
incluyen muestras consideradas normales y valores de laboratorio, ain cuando posiblemente se hayan fijado de
forma arbitraria, teniendo en cuenta que estos valores pueden variar de un laboratorio a otro. Los valores y
estandares de laboratorio se pueden fijar basandose en un valor de la poblacion determinado o conocido y se
pueden proporcionar en forma de una gréfica o tabla que permita una sencilla comparacion de los valores medidos
determinados experimentalmente.

cDNA (DNA complementario): Una pieza de &cido desoxirribonucleico que carece de segmentos internos no

codificantes (intrones) y secuencias reguladoras que determinan la transcripcion. EI cDNA se sintetiza en el
laboratorio mediante transcripcion inversa del RNA mensajero extraido de las células.
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CRD: Un dominio rico en cisteina que normalmente tiene unos 120 minoacidos de largo y se encuentra en la mitad
amino-terminal de las proteinas Fz. En la sFRP prototipica aqui describa, el CRD comprende los residuos 38-166 de
la FRP-1. Se afadidé Met (ATG) al extremo N-terminal para facilitar la expresion de la proteina. Tipicamente el clivaje
de Met en la bacteria se produce cuando se procesa la proteina. La secuencia de CRD se muestra a continuacion:

MFQSDIGPYQ SGRFYTKPPQ CVDIPADLRL CHNVGYKKMV
LPNLLEHETM AEVKQQASSW.VPLLNKNCHA GTQVFLCSLF

APVCLDRPTY PCRWLCEAVRDSCEPVMQFF
GFYWPEMLKC.DKFPEGDVCI (amino 4cidos 38-166 of SEQ ID NO:3)

Etigueta o marcador detectable: Una «etiqueta» o «marcador detectable» es cualquier molécula o compuesto que
se puede detectar, por ejemplo, por medios espectroscépicos, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos,
eléctricos o quimicos. Algunos ejemplos de etiquetas, incluyendo is6topos radiactivos, sustratos enzimaticos,
cofactores, ligandos, agentes quimioluminiscentes, haptenos, enzimas, particulas de oro coloidal, particulas de latex
coloreadas, y epitopos marcadores, han sido divulgados con anterioridad y son conocidos para los expertos en la
materia (véanse, por ejemplo, las Patentes estadounidenses n°® 4.275.149; 4.313.734; 4.373.932; y 4.954.452).

Los epitopos marcadores son pequefios tramos de aminoacidos a los que se puede unir un anticuerpo especifico,
gue en algunas realizaciones permite identificar especificamente y seguir la proteina marcada que se ha afiadido a
un organismo vivo o a las células cultivadas. La deteccién de la molécula marcada se puede conseguir empleando
diversas técnicas. Algunos ejemplos de estas técnicas incluyen: inmunohistoquimica, inmunoprecipitacion, citometria
de flujo, microscopia de inmunofluorescencia, ELISA, inmunotransferencia (Western blot) y cromatografia de
afinidad. Algunos ejemplos de epitopos marcadores utiles incluyen FLAG, T7, HA (hemaglutinina) y myc.

Fluoréforo: Un compuesto quimico, que cuando se excita mediante exposicién a una determinada longitud de onda
de luz, emite luz (es decir, fluorescencia), por ejemplo a una longitud de onda diferente. Los fluoréforos se pueden
describir en términos de su perfil de emision o «colory». Los fluoréforos verdes, como Cy3, FITC, y Oregon Green, se
caracterizan por su emision a unas longitudes de onda que generalmente oscilan entre 515-540 A. Los fluobforos
rojos, como Texas Red, Cy5 y terrametilrodamina, se caracterizan por su emisiéon a longitudes de onda que
generalmente oscilan entre 590-690A.

Algunos ejemplos de fluoréforos que se pueden utilizar se recogen en la Patente estadounidense n° 5.866.366, e
incluyen, por ejemplo: 4-acetamido-4'-isotiocianatostilbeno-2,2'acido disulfonico, acridina y derivados como acridina
e isotiocianato de acridina, 5-(2,-aminoetil)aminonaftaleno-1-acido sulfénico (EDANS), 4-amino-N-[3-
vinilsulfonil)fenillnaftalimida-3,5 disulfonato (Lucifer Yellow VS), N-(4-anilino-1-naftil)maleimida, antranilamida,
Brilliant Yellow, cumarina y derivados como cumarina, 7-amino-4-metilcumarina (AMC, Coumarin 120), 7-amino-4-
trifluorometilcumarina (Coumaran 151); cianosina; 4',6-diaminidino-2-fenilindol (DAPI); 5’, 5"-dibromopirogalol-
sulfoneftalina (Bromopyrogallol Red); 7-dietilamino-3-(4'-isotiocianatofenil)-4-metilcumarina; pentaacetato de
dietilenotriamina; 4,4'-diisotiocianatodihidro-estilbeno-2,2'-acido disulfénico; 4,4'-diisotiocianatoestilbeno-2,2'-acido
disulfénico;  5-[dimetilamino]naftaleno-1-cloruro  de  sulfonilo  (DNS, cloruro de dansilo); 4-(4'-
dimetilaminofenilazo)acido benzoico (DABCYL); 4-dimetilaminofenilazofenil-4'-isotiocianato (DABITC); eosina y
derivados como eosina e isotiocianato de eosina; eritrosina y derivados, como eritrosina B e isotiocianato de
eritrosina; etidio; fluoresceina y derivados, como 5-carboxifluoresceina (FAM), 5-(4,6-diclorotriazin-2-
illaminofluoresceina (DTAF), 27'-dimetoxi-4'5,-dicloro-6-carboxifluoresceina (JOE), fluoresceina, isotiocianato de
fluoresceina (FITC), y QFITC (XRTTC); fluorescamina; IR144; IR1446; isotiocianato Malachite Green; 4-
metilumbeliferona; ortocresolftaleina; nitrotirosina; pararosanilina; Phenol Red; B-ficoeritrina; o-ftaldialdehido; pireno
y derivados como pireno, butirato de pireno y succinimidil 1-pireno butirato; Reactive Red 4 (Cibacron .RTM. Brilliant
Red 3B-A); rodamina y derivados, como 6-carboxi-X-rodamina (ROX), 6-carboxirodamina (R6G), cloruro de lisamina
rodamina B sulfonilo, rodamina (Rhod), rodamina B, rodamina 123, rodamina X isotiocianato, sulforhodamina B,
sulforhodamina 101 y derivado de cloruro de sulfonilo de sulforhodamina 101 (Texas Red); N,N,N’,N’-tetrametil-6-
carboxirodamina (TAMRA); tetrametil rodamina; isotiocianato de tetrametil rodamina (TRJTC); riboflavina; acido
rosélico y derivados de quelato de terbio.

Otros fluoréforos adecuados incluyen GFP (proteina fluorescente verde), Lissamine™, dietilaminocumarina,
clorotriazinilo de fluoresceina, naftofluoresceina, 4,7-diclororodamina y derivados de los mismos. También se
pueden emplear otros fluoréforos conocidos por los expertos en la materia.

Proteina de fusion: Una proteina que comprende dos secuencias de aminoacidos que no se encuentran
naturalmente unidas. El término «proteina de fusion al motivo peptidico de sFRP» se refiere a una proteina que
comprende una primera secuencia de aminoacidos que se une a sFRP y una segunda secuencia de aminoécidos. El
motivo de unién a sFRP y la segunda secuencia de aminoacidos se pueden denominar alternativamente dominios
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de la proteina de fusion. Asi, por ejemplo, la presente divulgacién proporciona proteinas de fusiébn que comprenden
un primer y un segundo dominio, donde el primer dominio incluye un motivo peptidico que se une a sFRP. El enlace
entre el primer y el segundo dominio de la proteina de fusidn suele ser, aunque no necesariamente, un enlace
peptidico.

Aislado: Un componente biol6gico «aislado» (como un &cido nucleico, una proteina o un organelo) ha sido
sustancialmente separado o purificado de otros componentes bioldgicos de la célula del organismo en la que el
componente se encuentra naturalmente presente (es decir, otros RNA y DNA cromosomicos y extracromosémicos,
proteinas y organelos). Los &cidos nucleicos y las proteinas que han sido «aislados» incluyen &cidos nucleicos y
proteinas purificados mediante métodos de purificacion estandar. El término también abarca acidos nucleicos y
proteinas preparados mediante expresion recombinante en una célula hospedadora, asi como acidos nucleicos
sintetizados quimicamente.

Grupo de enlace o grupo de unién: Un grupo de union es un «brazo quimico» entre una proteina o un péptido y un
marcador detectable. Como reconoceran los expertos en la materia, para formar un enlace de brazo quimico, cada
uno de los reactivos debe contener los grupos necesarios para unir el péptido al marcador detectable. Algunas
combinaciones representativas de estos grupos son amino con carboxilo para formar enlaces de amida, o carboxi
con hidroxi para formar enlaces de éster; o amino con haluros de alquilo para formar enlaces alquiloamino, o tioles
con tioles para formar disulfuros, o tioles con maleimidas o haluros de alquilo para formar tioéteres. Las
funcionalidades hidroxilo, carboxilo y amino, entre otras, cuando no estan presentes, se pueden introducir mediante
métodos conocidos. Del mismo modo, como reconoceran los expertos en la materia, se pueden emplear diversos
grupos de union. La estructura del enlace debe ser un enlace covalente estable formado para unir la proteina o el
péptido a la etiqueta o al marcador detectable. En algunos casos, el grupo de unién debe estar disefiado para ser
hidréfilo o hidréfobo, a fin de mejorar las caracteristicas de union deseadas del ligando y del receptor. Los enlaces
covalentes deben ser estables con respecto a las condiciones de la solucion a las que el ligando y el grupo de union
estan sometidos. Por lo general, los grupos de union preferibles seran de 1-20 carbonos y 0-10 heteroatomos (NH,
O, S) y pueden ser una cadena recta o ramificada. Sin limitar lo anterior, para una persona con conocimientos en el
campo resultard obvio que solamente las combinaciones de &atomos que son quimicamente compatibles
comprenden el grupo de unién. Por ejemplo, los grupos de amida, éster, tioéster, éster de tiol, ceto, hidroxilo,
carboxilo en combinaciones con uniones carbono-carbono son ejemplos aceptables de grupos de union
guimicamente compatibles.

Mimético: Una molécula (como un compuesto quimico organico) que imita la actividad de una proteina, como sFRP
o sus fragmentos, el motivo peptidico (como la SEC. ID. N° 9 o la SEC. ID. N°: 40), o variantes o fusiones de los
mismos. Las realizaciones peptidomiméticas y organomiméticas se encuentran dentro del campo de aplicacion de
este término, donde la disposicion tridimensional de los componentes quimicos de estos peptidomiméticos y
organomiméticos imitan la disposicion tridimensional del segmento principal peptidico y de las cadenas laterales de
aminoacido que componen el péptido, resultando en estos peptidomiméticos y organomiméticos de los péptidos que
tienen una importante actividad inhibidora o actividad agonista especifica. Para las aplicaciones de modelizacion
informatica, un farmacoforo es una definicion tridimensional idealizada de los requisitos estructurales para la
actividad biologica. Los peptidomiméticos y organomimétidos pueden ser disefiados para adaptarse a cada
farmacdéforo con el actual software de modelizaciéon informatica (utilizando el disefio de farmacos asistido por
ordenador o CADD). Véase Walters, "Computer-Assisted Modeling of Drugs,"” en Klegerman & Groves, eds.,
Pharmaceutical Biotechnology, Interpharm Press: Buffalo Grove, IL, pp. 165-174, 1993 y Principles of Pharmacology
(ed. Munson), capitulo 102,1995, para obtener una descripcion de las técnicas utilizadas en el disefio de farmacos
asistido por ordenador.

Oligonucle6tido: Una secuencia de polinucleétidos lineal de hasta unas 100 bases de nucleétidos de largo. En
varias realizaciones un oligonucleétido tiene al menos 10, 20, 30, 40, o 50 oligonucleétidos de largo.

Operativamente unido: Una primera secuencia de acido nucleico es operativamente unida con una segunda
secuencia de acido nucleico cuando la primera secuencia de &cido nucleico se encuentra en una relacion funcional
con la segunda secuencia de acido nucleico.

Por ejemplo, un promotor esta operativamente unido a una secuencia de codificacion si el promotor afecta a la
transcripcion o expresion de la secuencia de codificacion.

Por lo general, las secuencias de DNA operativamente unidas se encuentran contiguas y, cuando es necesario para
unir dos regiones de codificacion de proteinas, en el mismo marco de lectura.

ORF (marco abierto de lectura): Una serie de tripletes de nucleétidos (codones) que codifican amino&cidos sin
ningln codon de terminacion. Por lo general, estas secuencias se pueden traducir en un péptido.

Osteoclasto: Los osteoclastos son grandes células multinucleadas que reabsorben activamente el hueso. Los
osteoclastos se derivan de las células madre hematopoyéticas y comparten caracteristicas fenotipicas con los
monocitos en circulacién y los macrofagos de los tejidos. Se forman a partir de una poblaciéon de células
mononucleares en circulacién que son trasladadas de la sangre a la superficie del hueso, donde se someten a
diferenciacion y fusion para formar células multinucleadas.
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La osteopetrosis es una familia de enfermedades que se caracteriza porque los huesos largos no se remodelan. Los
huesos largos resultantes tienen infiltracion cartilaginosa hacia el centro del hueso desde la placa de crecimiento y
un centro escasamente remodelado. Mientras que la osteoporosis puede estar causada por tener demasiados
osteoclastos, la osteopetrosis puede estar causada por no tener un nimero suficiente de estas células.

La pérdida de la funcion ovarica tras la menopausia a menudo se traduce en una pérdida progresiva de masa 6sea
trabecular. Esta pérdida de hueso se debe en parte a un aumento de la produccién de osteoclastos. Este aumento
de la produccion de osteoclastos parece deberse a un aumento de la produccion por parte de las células de apoyo
de las citoquinas osteoclastogénicas como IL-1, el factor de necrosis tumoral, y EL-6, todas ellas negativamente
reguladas por los estrégenos.

Por lo general, los osteoclastos se encuentran en las enfermedades degenerativas de huesos en los sitios donde se
produce la osteolisis. La superproduccion de osteoclastos esta asociada con enfermedades como el
hiperparatiroidismo y la enfermedad de Paget. Los osteoclastos también se encuentran en los sitios donde se
producen reacciones inflamatorias asociadas con el aflojamiento aséptico de la prétesis de cadera total, la artritis
reumatoide y la periodontitis. Dos citocinas producidas por las células inflamatorias que pueden tener efectos
directos sobre la funcion y formacién de los osteoclastos son la interleucina-1 (JX-1) y el factor de necrosis tumoral
(TNF-a).

Motivo peptidico: Una secuencia de aminoacido que se une a sFRP-1. Por lo general, un motivo peptidico es una
secuencia de dos 0 mas aminoéacidos unidos a péptidos que proporciona una funcién o estructura caracteristica. En
una realizacion, se puede encontrar un motivo peptidico en mas de una proteina 0 mas de una vez en una Unica
proteina. Por ejemplo, el motivo peptidico mostrado en la SEC. ID. N°: 9 se caracteriza por su capacidad para unirse
a sFRP y modular la actividad de sFRP. Sin dejarse guiar por la teoria, los tres residuos centrales de la SEC. ID. N°:
9 (D-G-R) se cree que son importantes para la unién de sFRP-1. Por tanto, en una realizaciéon, un motivo peptidico
incluye estos tres aminoacidos. En otra realizacién, un motivo peptidico incluye los cinco aminoéacidos centrales de la
SEC. ID. N° 9 (V-D-G-R-W). Ademas del motivo peptidico prototipico, hay varios otros ejemplos de motivos (SEC.
ID. N° 9-11,14-17, y 24-26) que se unen a sFRP y que pueden ser capaces de modular la actividad de sFRP.

A pesar de que la secuencia de aminoacidos de una realizacion del motivo peptidico que se une a sFRP-1 se
muestra en la SEC. ID. N° 9, un experto en la materia apreciara que las variaciones en esta secuencia de
aminoécidos, como 1, 2 o 3 deleciones, adiciones o sustituciones, se pueden realizar sin afectar sustancialmente a
las actividades del motivo peptidico. Por tanto, el término «motivo peptidico» abarca tanto el motivo proporcionado
en la SEC. ID. N° 9, como los motivos peptidicos adicionales proporcionados en las SEC. ID. N°: 10y 11 y 14-26,
asi como las secuencias de aminoacidos que se basan en estas secuencias pero que incluyen una 0 mas variantes
de la secuencia o fragmentos de estas secuencias que contienen al menos 3, 4, 5 0 5 aminoé&cidos contiguos del
motivo peptidico. Estos fragmentos o variantes de la secuencia también se pueden definir por el grado de identidad
de la secuencia de aminoacidos que comparten con la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC. ID. N°: 9.
Tipicamente, las variantes de la secuencia del motivo peptidico compartiran al menos un 80% de identidad con las
secuencias mostradas en SEC. ID. N° 9-12 y 14-26. Las variantes més conservadas compartiran al menos un 90%,
al menos un 95% o al menos un 98% de identidad con las secuencias mostradas en SEC. ID. N°: 9-12, 14-17, y 24-
26.

El motivo peptidico se caracteriza por su capacidad para unirse a sFRP. Esta actividad se puede testar utilizando el
ensayo ELISA descrito mas adelante en la seccidn sobre los métodos. La capacidad de los motivos peptidicos para
unirse a sFRP y modular la actividad de sFRP es beneficiosa en una serie de aplicaciones, incluyendo aplicaciones
clinicas como el tratamiento de enfermedades asociadas con una remodelacién anémala del hueso y mas
concretamente cuando se desea una mayor actividad de los osteoclastos.

Marcador peptidico: Una secuencia peptidica que se une (por ejemplo, mediante ingenieria genética) a otro
péptido o a una proteina, para proporcionar una funcién a la fusién resultante. Por lo general, los marcadores
peptidicos son relativamente cortos en comparacion con una proteina a la que se fusionan; a modo de ejemplo, los
marcadores peptidicos tienen cuatro o mas aminoacidos de longitud, como 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20 6 25 o0 mas
aminoacidos de longitud. Normalmente, un marcador peptidico no tendra mas de 100 aminoacidos de longitud y
puede que no mas de unos 75, no mas de unos 50, no mas de unos 40 o no mas de unos 30.

Los marcadores peptidicos confieren una o mas funciones diferentes a una proteina de fusion («funcionalizando» de
este modo a la proteina) y estas funciones pueden incluir la unién a anticuerpo (un epitopo marcador), purificacion y
diferenciacion (p. ej., de una proteina nativa). Por otra parte, se puede utilizar un sitio de reconocimiento para una
proteasa, para la que se conoce un anticuerpo de unién, como epitopo marcador especificamente clivable. El uso de
este marcador clivable puede proporcionar el clivaje selectivo y la activacién de una proteina (p. €j., sustituyendo el
sitio de clivaje de TGF-pl por el de la procaspasa 3.

La deteccién de la molécula marcada se puede conseguir utilizando varias técnicas diferentes. Estas incluyen:
inmunohistoquimica, inmunoprecipitacion, citrometria de flujo, microscopia de inmunofluorescencia, ELISA,
inmunotransferencia (Western blot) y cromatografia de afinidad.
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Los epitopos marcadores afiaden un epitopo conocido (sitio de unidn de anticuerpo) a la proteina del sujeto,
proporcionando la unién de un anticuerpo conocido y a menudo de alta afinidad, y permitiendo asi identificar
especificamente y seguir la proteina marcada que se ha afiadido a un organismo vivo o a las células cultivadas.
Algunos ejemplos de epitopos marcadores incluyen myc, T7, GST, GFP, HA (hemaglutinina) y marcadores FLAG .
Los primeros cuatro ejemplos son epitopos obtenidos de moléculas existentes. Por lo contrario, FLAG es un epitopo
marcador sintético disefiado para una alta antigenicidad (véanse, por ejemplo, las Patentes estadounidenses n°
4.703.004 y 4.851.341).

Los marcadores de purificacion se utilizan para permitir una facil purificacion de la proteina marcada, por ejemplo
mediante cromatografia de afinidad. Un marcador de purificacion muy conocido es el marcador hexahistidina (6x
His), literalmente una secuencia de seis residuos de histidina. El sistema de purificacién de proteina 6x His esta
comercializado por Q LA GEN (V alencia, CA), bajo el nombre de QlAexpress®.

Un Gnico péptido marcador puede servir para mas de un fin; cualquier marcador unido, por ejemplo, incrementara el
peso molecular de la proteina de fusién, permitiendo asi la diferenciacién entre las proteinas marcadas y las nativas.
Se pueden emplear anticuerpos especificos para un «epitopo marcador» para construir una columna de
inmunoafinidad, permitiendo asi el uso de un epitopo marcador para la purificacion de la proteina marcada. Del
mismo modo, en algunos casos hay anticuerpos monoclonales especificos para un marcador de purificacion
disponible (p. €j., anticuerpos monoclonales contra el péptido 6x His, que comercializa QIAGEN o CLONTECH, Palo
Alto, CA).

Excipientes farmacéuticamente aceptables: Los excipientes farmacéuticamente aceptables utiles en la presente
divulgacion son los convencionales. Remington's Pharmaceutical Sciences, de E. W. Martin, Mack Publishing Co.,
Easton, PA, 152 Edicion (1975), describe composiciones y formulas adecuadas para la administracion farmacéutica
de las proteinas de fusion divulgadas en el presente documento.

En general, la naturaleza del excipiente dependera del modo de administracion concreto que se vaya a emplear. Por
ejemplo, las formulaciones parenterales normalmente comprenden fluidos inyectables que incluyen fluidos
farmacéutica y fisiologicamente aceptables, como agua, suero fisioldgico, soluciones salinas equilibradas, dextrosa
acuosa, glicerol o similares como vehiculo. Para las composiciones sélidas (p. €j., en forma de polvo, pildoras,
tabletas o capsulas), los excipientes solidos no toxicos convencionales pueden incluir, por ejemplo, grados
farmacéuticos de manitol, almidon o estearato de magnesio. Ademas de los excipientes bioldgicamente neutros, las
composiciones farmacéuticas a administrar pueden contener pequefias cantidades de sustancias auxiliares no
téxicas, como agentes emulsionantes 0 humectantes, conservantes y agentes tamponadores de pH o similares,
como el acetato de sodio o monolaurato de sorbitan.

Polinucledtido: Una secuencia de &cido nucleico que incluye al menos dos residuos de acido nucleico.
Polipéptido: Un fragmento de proteina que incluye al menos dos residuos de aminoacidos.

Fragmento de proteina: Una secuencia de aminoacidos que contiene menos residuos de aminoacidos de los que
se encuentran en una proteina naturalmente presente y que incluye al menos dos residuos de aminoacidos. Por
ejemplo, si una proteina naturalmente presente, es decir una proteina expresada por un gen, tiene 300 residuos de
aminoécidos de longitud, un polipéptido derivado de la proteina podria tener 299 residuos de aminoacidos 0 menos.
En determinados ejemplos, el polipéptido podria tener menos de 200, 175,150,125, 100,75, 50, o 25 residuos de
aminoacidos.

Purificado: El término purificado no implica una pureza absoluta; se trata mas bien de un término relativo. Asi, por
ejemplo, un preparado de péptidos o proteinas purificados es aquella en la que la proteina o el péptido es mas puro
que la proteina o el péptido en su entorno natural dentro de la célula. Estas proteinas o péptidos se pueden producir,
por ejemplo, mediante técnicas de purificacion estdndar o mediante expresion recombinante. En algunas
realizaciones, un preparado de una proteina o péptido se purifica de forma que la proteina o el péptido representa al
menos el 50%, por ejemplo, o al menos el 70% del contenido de proteina total del preparado.

RANK y RANKL: El receptor activador de NF-KB (RANK) es un miembro de la superfamilia del receptor del factor
de necrosis tumoral (TNF). El ligando, el receptor activador del ligando NF-KB (RANKL), es un miembro de la
superfamilia del TNF y se ha caracterizado en miltiples entornos recibiendo diversos nombres, como factor de
diferenciacion de osteoclasto (ODF), citocina inducida por la activacién relacionada con el factor de necrosis tumoral
(TRANCE) y ligando de osteoprotegerina (OPGL). RANK es una proteina transmembrana de Tipo | que tiene 616
residuos de aminoacidos y que interactia con el factor asociado al receptor de TNF 3 (TRAF3). La activaciéon de
RANK mediante sobreexpresién, coexpresion de RANK y del ligando RANK unido a la membrana (RANKL), o la
adicion de RANKL soluble o anticuerpos agonistas a RANK, resulta en la regulacion al alza del factor de
transcripcion NF-k3, un factor de transcripadn ubicuo muy utilizado en las células del sistema inmunitario (Patente
estadounidense n° 6.017.729).
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RANK se expresa en precursores de osteoclastos y osteoclastos maduros. EI RANKL producido por los osteoblastos
estimula la formacion y la actividad de los osteoclastos, lo que facilita el desarrollo normal del hueso y su
remodelacion. La focalizacion en los genes de RANKL o RANK provoca osteopetrosis (aumento de la masa 6sea),
asi como graves defectos en la formacion de nddulos linfaticos. La osteoprotegerina (OPG) es un factor soluble que
también pertenece a la familia de receptores del TNF. La OPG se une a RANKL e inhibe la formacion de
osteoclastos multinucleados funcionales in vitro. La sobreexpresion de OPG en los ratones transgénicos causa
osteopetrosis severa, con una pérdida de cavidades de la médula 6sea y una pronunciada reduccion de los
osteoclastos. Los mismos efectos se observaron tras la administracién de OPG en ratones normales. Estos efectos
fueron todos atribuibles a la unién de OPG a RANKL, que impidi6 la union del ligando y la activacion de RANK.
Alternativamente, se cree que la expresién de RANKL por las células T de las articulaciones de los sujetos afectados
por artritis reumatoide contribuye a una mayor actividad de los osteoclastos y de la caracteristica pérdida 6ésea de
esta enfermedad.

Recombinante: Un acido nucleico recombinante es aquel que tiene una secuencia que no estd naturalmente
presente o que tiene una secuencia producida mediante una combinacién artificial de dos segmentos de la
secuencia que de lo contrario estarian separados. Esta combinacion artificial a menudo se realiza mediante sintesis
guimica o, mas frecuentemente, mediante la manipulacion artificial de segmentos aislados de &cidos nucleicos, por
ejemplo con técnicas de ingenieria genética.

Identidad de las secuencias: La similitud entre las secuencias de aminoacidos se expresa en términos de similitud
entre las secuencias, denominada también identidad de las secuencias A menudo la identidad de la secuencia se
mide en términos de identidad porcentual (o similitud u homologia); cuanto mas elevado es el porcentaje, mas
similares son las dos secuencias. Los homélogos o variantes de sFRP (cuyo miembro prototipico se muestra en la
SEC. ID. N°: 1), o el motivo peptidico que se une a sFRP (por ejemplo, SEC. ID. N° 9), divulgado en el presente,
poseeran un grado relativamente elevado de identidad de la secuencia al alinearlos empleando métodos estandar.

Los métodos de alineacion de las secuencias para fines de la comparacion son bien conocidos en el campo.
Diversos programas y algoritmos de alineacion se describen en: Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482, 1981;
Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443, 1970; Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:2444, 1988;
Higgins y Sharp, Gene 73:237-244, 1988; Higgins y Sharp, CABIOS 5:151-153, 1989; Corpet et al, Nucleic Acids
Research 16:10881-10890,1988; y Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. U.SA. 85:2444, 1988. Altschul etal,
Nature Genet. 6:119-129, 1994.

La herramienta BLAST™ (NCBI Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al, J. Mol Biol. 215:403-410,1990)
esta disponible en mltiples fuentes, incluyendo el Centro Nacional para la Informacién de Biotecnologia (NCBI,
Bethesda, MD) y en Internet para su uso en relacién con los programas de analisis de las secuencias blastp, blastn,
blastx, tblastn y tblastx.

Las variantes de sFRP, los fragmentos de sFRP o el motivo peptidico que se une a sFRP se caracterizan
tipicamente por poseer al menos un 50% de identidad de la secuencia en la alineaciéon de toda la longitud con la
secuencia de aminoacidos de sFRP, los fragmentos de sFRP o el motivo peptidico (por ejemplo, SEC. ID. N°: 9)
utilizando el NCBI Blast 2.0, Gapped Blastp configurado con los parametros por defecto. Para las comparaciones de
secuencias de aminoacidos de mas de unos 30 aminoacidos, la funciéon de las secuencias Blast 2 se emplea
utilizando la matriz BLOSUMG62 por defecto configurada conforme a los pardmetros por defecto (coste de existencia
de vacio de 11 y coste de vacio por residuo de 1). Al alinear los péptidos cortos (menos de unos 30 aminoacidos), la
alineacion se debe realizar utilizando la funcién de las secuencias Blast 2, empleando la matriz PAM30 configurada
conforme a los parametros por defecto (vacio abierto de 9 y penalizaciones de vacio de extension 1). Las proteinas
con una similitud incluso mayor a las secuencias de referencia mostraran identidades porcentuales crecientes al
evaluarlas con este método, como al menos el 60%, al menos el 65%, al menos el 70%, al menos el 75%, al menos
el 80%, al menos el 90%, al menos el 95% o el 98% de identidad de la secuencia. Cuando se compara menos de la
secuencia completa para averiguar la identidad de la secuencia, las homélogas y variantes tipicamente poseeran al
menos un 75% de identidad de la secuencia en ventanas cortas de 10-20 aminoacidos, y pueden poseer identidades
de la secuencia de al menos el 85% o al menos el 90%, 95%, o el 98% dependiendo de su similitud con la secuencia
de referencia. Los métodos para determinar la identidad de la secuencia en ventas cortas se describen en el sitio
web que mantiene el Centro Nacional de Informacién de Biotecnologia en Bethesda, Maryland. Un experto en la
materia apreciara que estos rangos de identidad de la secuencia se proporcionan Unicamente con fines orientativos;
es perfectamente posible obtener homologos muy importantes que no se encuentren dentro de los rangos
proporcionados.

sFRP: La proteina secretada relacionada con el receptor Frizzled (sFRP) es una proteina secretada que se
compone de unos 300 aminoéacidos, incluyendo un CRD que es tipicamente entre un 30% y un 50% idéntico al CRD
(dominio rico en cisteina) de los miembros de la familia de las proteinas Fz. Hay varias proteinas sFRP diferentes y
la secuencia de acido nucleico del miembro prototipico, sSFRP-1, se recoge en la SEC. ID. N°: 1. Las secuencias de
aminoécidos y acido nucleico de otros miembros de la familia sFRP se pueden encontrar en el sitio web del Centro
Nacional de Biotecnologia, por ejemplo el nimero de acceso GenBank AF218056 (Gallus gallus FRP-2), nimero de
acceso GenBank AV354083 (Mus musculus-FKP-1), nimero de acceso GenBank AV304328 (Mus musculus s-FRP-
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2), numero de acceso GenBank U24163 (homo sapiens sFRP-3/FrzB) y nimero de acceso GenBank Al587049
(Homo sapiens sFRP-1). El marco abierto de lectura de la sFRP prototipica se muestra en la SEC. ID. N°: 2,
mientras que la secuencia de la proteina se muestra en la SEC. ID. N°: 3. Conforme se divulga en el presente, sFRP
se une a RANKL e inhibe la formacion de osteoclastos.

La actividad de union de sFRP-1 y su capacidad para modular la formacion de osteoclastos se puede someter a
ensayo utilizando el método ELISA y los métodos de bioensayo de osteoclastogénesis aqui descritos. La capacidad
de la proteina sFRP-1, o un fragmento de la misma, para realizar estas actividades es beneficiosa en diversas
aplicaciones, incluyendo aplicaciones clinicas como el tratamiento de las enfermedades asociadas con una
remodelacion anémala del hueso.

A pesar de que la secuencia de aminoacidos de la sFRP prototipica se muestra en SEC. ID. N°: 3, un experto en la
materia apreciara que las variaciones en esta secuencia de aminoacidos, como 1, 2, 5, 10, 20, 30, 40 o 50
deleciones, adiciones o sustituciones (incluyendo sustituciones de aminoacidos conservadoras), se pueden realizar
sin afectar sustancialmente a las actividades de la proteina (o fragmentos de la misma) como se ha indicado
anteriormente. De este modo, el término fragmentos de «sFRP» abarcan tanto las proteinas que tienen las
secuencias de aminoacidos mostradas en las SEC. ID. N° 4-8, como las secuencias de aminoacidos que se basan
en estas secuencias, pero que incluyen una o mas variantes de la secuencia. Estas variantes de la secuencia
también se pueden definir por el grado de identidad de la secuencia de aminoacidos que comparten con la
secuencia de aminoacidos mostrada en las SEC. ID. N°: 4-8. Tipicamente, las variantes de la secuencia de sFRP
compartiran al menos un 80% de identidad de la secuencia con las secuencias mostradas en las SEC. ID. N°: 4-8.
Las variantes mas conservadas compartiran al menos un 90%, al menos un 95% o al menos un 98% de identidad de
la secuencia con las secuencias mostradas en SEC. ID. N°: 4-8. Ademas de compartir la identidad de la secuencia
con la secuencia de la proteina sFRP prototipica, estas variantes de la secuencia poseen la capacidad de unirse a
miembros de la familia del TNF como RANKL.

Sujeto: Organismos vertebrados multicelulares vivos, una categoria que incluye mamiferos tanto humanos como no
humanos.

Dosis terapéuticamente efectiva: Una dosis suficiente para prevenir el avance o provocar la regresion de la
enfermedad, o que es capaz de aliviar los sintomas causados por la enfermedad.

Familia de proteinas del TNF: La familia de proteinas del factor de necrosis tumoral (TNF) contiene tanto ligandos
unidos a la membrana como proteinas solubres. Algunos miembros de la familia, como TNF y RANKL, son activos
tanto en forma anclada a la membrana como en forma soluble, siendo esta Ultima enziméaticamente liberada en la
solucion, en particular mediante TACE (enzima de conversion de TNF alfa) (J. Hardy, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
94:2095-2097, 1997; J.D. Buxbaum et al, Proc. Natl. Acad. Sci. V.SA. 89: 10075-10078, 1992). La region primaria de
homologia entre los miembros de la familia del TNF es un tramo de 150 residuos de aminoéacidos en el carboxi-
terminal, que se encuentra situado en el espacio extracelular. Este dominio es responsable de la unién a miembros
cognados de la familia del receptor de TNF. Esta familia de proteinas receptoras se caracteriza por cuatro dominios
con residuos de cisteina con una separacion regular: cada una tiene un Gnico dominio transmembrana y se une a los
miembros de la familia TNF-a o TNF-, incluyendo, por ejemplo, TNFRL, TNFRU, Fas, CD30 y CD30.

Transformado: Una célula transformada es una célula en la que se ha introducido una molécula de acido nucleico
mediante técnicas de biologia molecular. Para los fines del presente, el término transformaciéon abarca todas las
técnicas con las que se podria introducir una molécula de acido nucleico en esa célula, incluyendo la transfeccién
con vectores virales, la transformacion con vectores plasmidos y la introduccion de DNA desnhudo mediante
electroporacion, lipofeccién y aceleracion con pistola de particulas.

Vector: Una molécula de acido nucleico introducida en una célula hospedadora, produciendo asi una célula
hospedadora transformada. Un vector puede incluir secuencias de acido nucleico que le permiten replicarse en una
célula hospedadora, como un origen de replicacion. Un vector también puede incluir uno 0 més genes marcadores
seleccionables y otros elementos genéticos conocidos en el campo. Un vector también puede incluir una secuencia
que codifica un motivo aminoacidico que facilita el aislamiento del producto de proteina deseado, como una
secuencia que codifica proteina de unién a maltosa, c-myc o GST.

WNT: Un grupo de genes y las proteinas codificadas por ellos que desempefian un importante papel en la
regulacién del desarrollo celular es la familia de glicoproteinas Wnt. Las proteinas Wnt son una familia de factores de
crecimiento que se componen de méas de una docena de moléculas estructuralmente relacionadas y que participan
en la regulacién de procesos bioldgicos fundamentales, como la apdptosis, embriogénesis, organogénesis,
morfogénesis y tumorigénesis. Estos polipéptidos son factores multipotentes y tienen actividades bioldgicas similares
a las de otras proteinas secretoras, como el factor de crecimiento de transformacion (TGF)-B, factores de
crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento nervioso (NGF) y proteinas morfogenéticas 6seas (BMP).
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Un miembro de la familia del factor de crecimiento Wnt se expresa preferiblemente en el tejido dseo y en células
derivadas del hueso, y parece estar implicado en el mantenimiento del fenotipo del osteoblasto maduro (célula
formadora de hueso).

A menos que se explique lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente tienen el
significado que normalmente entiende una persona con conocimientos en el campo al que pertenece la presente
divulgacion. «Comprende» significa «incluyendo». Los términos en singular «un», «una», «el» y «la» incluyen sus
plurales, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por tanto, «comprende A y B» significa
«incluyendo A y B», sin excluir otros elementos. A pesar de que en la practica o para la comprobacién de la presente
divulgacion, se pueden emplear métodos y materiales similares o equivalentes a los aqui descritos, a continuacion
se describen métodos y materiales adecuados. En caso de conflicto, prevalecera la presente especificacion,
incluyendo las explicaciones de los términos. Por otra parte, los materiales, métodos y ejemplos se ofrecen
Unicamente a titulo ilustrativo y no pretenden establecer limitaciones.

Ill.  Descripcion de diversas realizaciones

La divulgacion proporciona métodos para inhibir la formacion de osteoclastos en un sujeto. Estos métodos incluyen
la administraciéon de sFRP 1 (SEC. ID. N°: 3), variantes de sFRP-1 (SEC. ID. N°: 3), o 3 fusiones o fragmentos de
sFRP -1 (SEC. ID. N°: 3). La administracion de estos péptidos incluye la administracion y expresién de acidos
nucleicos que codifican los péptidos. Las proteinas o los péptidos administrados se caracterizan por su capacidad
para unirse a RANKL, por ejemplo, RANKL humano, denominado «TRANCE» (AF013I71), RANKL humano
(AF019047), y RANKL humano, denominado «OPGI» (AF053 712), e inhiben la formacion de osteoclastos. La
inhibicion de la formacion de osteoclastos sera Util para el tratamiento de trastornos osteopaticos, como la
osteoporosis potmenopdausica, la enfermedad de Paget, las metastasis osteoliticas, el mieloma mudltiple, el
hipoparatiroidismo, la artritis reumatoide, la periodontitis y la hipercalcemia de malignidad.

La divulgacion también proporciona métodos de seleccion de las proteinas sFRP, y fragmentos y variantes de las
mismas, que se unen a miembros de la familia de proteinas del TNF. Estos métodos incluyen poner en contacto una
proteina sF-RP con al menos un miembro de la familia TNF, y detectar el miembro de la familia TNF que se une a la
proteina sFRP. Los miembros de la familia TNF que son de particular interés incluyen RANKLrApo2/TRAIL, FasL,
CD40L, CD27L, CD30L, Apo3l/TWEAK, TNF y LT-alpha (Sl. Baker and EP Reddy, Oncogene 17:3261-3270,1998).
Los miembros de la familia sSFRP que son de particular interés incluyen sFRP-1 (SEC. ID. N°: 3), sFRP 2 (nimero de
acceso GenBank MMTJ8856 7, sJRP-3 (numero de acceso GenBank MMU88568, sFRP4 (nimero de acceso
GenBak AF012891 y sFRP-5 (niumero de acceso GenBank AFli 7 758).

La divulgacion también proporciona el péptido purificado mostrado en la SEC. ID. N°: 14. Este péptido resulta util
para estimular la diferenciacion de osteoclastos in vitro e in vivo. Cuando el péptido se utiliza in vivo puede ser
administrado a sujetos para potenciar la diferenciacién de osteoclastos.

V. Expresiéon y purificacion de la sFRP, fragmentos, fusiones y variantes de la misma, asi como del
motivo peptidico

La sFRP, fragmentos y variantes de la misma, se pueden purificar a partir de células MDCK (ATCC N° CCL-34)
transfectadas con vectores que codifican sFRP, tal y como se describe méas abajo. La sFRP, fragmentos y variantes
de la misma, también se pueden purificar a partir de una fuente de tejido empleando métodos bioquimicos
convencionales, o se pueden producir recombinantemente en células procariéticas o eucariéticas empleando
métodos bien conocidos en el campo (por ejemplo, los descritos en Sambrook et al, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor, New York, 1989). La expresiéon recombinante de los fragmentos de sFRP se describe
en (Urea et al, J Biol Cliem 275:4374 4382, 2000). Por otra parte, las secuencias de acido nucleico que codifican los
miembros de la familia sSFRP estan disponibles en GenBank, e incluyen la secuencia de cDNA mostrada en SEC. ID.
N°: 1.

Los fragmentos de sFRP recombinante, fusiones y variantes de la misma, se pueden obtener utilizando sistemas
comercializados disefiados para una expresion y purificacion 6ptimas de la proteina de fusion. Estas proteinas de
fusion incluyen tipicamente un marcador proteico que facilita la purificacion. Algunos ejemplos de estos sistemas
incluyen: la fusién de la proteina pMAL y el sistema de purificacién (New England Biolabs, Inc., Beverly, MA); el
sistema de fusién de genes de GST (Amersham Pharmacia Biotech, Inc, Piscataway, NT); y el sistema del vector de
expresion de pTrcHis (Invitrogen, Carlsbad, CA). Por ejemplo, el sistema de expresién de pMAL utiliza un vector que
afiade una proteina de unién a maltosa a la proteina expresada. La proteina de fusidon se expresa en E.coli, y la
proteina de fusion es purificada de un extracto de célula en bruto empleando una columna de amilosa. Si es
necesario, el dominio de la proteina de unién a maltosa se puede clivar de la proteina de fusion mediante
tratamiento con una proteasa adecuada, como el Factor Xa. El fragmento de unién a maltosa se puede entonces
retirar de la preparacion pasandola por una segunda columna de amilosa. También se pueden utilizar los sistemas
de expresion eucaridticos, incluyendo sistemas de expresion de Pichia, tabaco y Baculovirus, como los que
comercializa Invitrogen.
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Para cada uno de estos sistemas, la proteina sSFRP completa, variantes o fragmentos de la misma, se pueden
producir ligando el marco abierto de lectura (ORF) de la secuencia deseada al vector. Para garantizar la expresion
efectiva, el ORF debe estar operativamente ligado al vector, es decir, que debe estar unido de forma que el marco
de lectura del ORF esté alineado con el marco de lectura del marcador proteico. Cuando se desea expresar
fragmentos de sFRP, un ORF que codifica el fragmento deseado puede ser amplificado mediante reaccion en
cadena de polimerasa (PCR) del cDNA de la sFRP, clonado, purificado y después ligado al vector de expresion.
Alternativamente, el fragmento amplificado se puede ligar directamente al vector de expresion. También se podria,
dependiendo de la disponibilidad de sitios de restriccion adecuados en el cDNA de la sFRP, obtener el fragmento
deseado mediante la digestion de una endonucleasa de restriccion apropiada, de forma que pueda ser directamente
clonado en el vector de expresion.

La purificacion de la proteina expresada se puede conseguir utilizando el régimen de purificacién apropiado para la
marca de expresion (si se emplea un sistema de expresidn/purificacion comercializado) o también se puede emplear
la cromatografia de afinidad convencional, empleando anticuerpos, preferiblemente anticuerpos monoclonales, que
reconocen las regiones apropiadas de la sFRP o procedimientos de cromatografia establecidos para las sFRP.

Cuando se vayan a emplear fragmentos de sFRP, estos fragmentos se pueden generar alternativamente mediante
la digestiébn de una proteina completa con diversas proteasas. Los fragmentos se pueden entonces separar
basandose en su tamafio, su carga u otras caracteristicas. Estos fragmentos también se pueden generar
sintéticamente mediante el uso de métodos conocidos de sintesis de péptidos

V. Métodos para inhibir la formacion de osteoclastos

Los osteoclastos son grandes células multinucleadas que reabsorben hueso activamente, derivan de células madre
hematopoyéticas y comparten caracteristicas fenotipicas con monocitos en circulacion y macréfagos de tejidos. Se
forman a partir de la poblaciéon de células mononucleadas circulantes que se trasladan de la sangre a la superficie
del hueso, donde se someten a diferenciacion y fusién para formar células multinucleadas.

La osteopetrosis es una familia de enfermedades que se caracteriza porque los huesos largos no se remodelan. Los
huesos largos resultantes tienen infiltracion cartilaginosa hacia el centro del hueso desde la placa de crecimiento y
un centro escasamente remodelado. Mientras que la osteoporosis puede estar causada por osteoclastos que son
demasiado numerosos o demasiado activos, la osteopetrosis puede estar causada por carecer de un ndmero
suficiente de estas células o por su actividad inadecuada. Asi, potenciar la diferenciacién de los osteoclastos puede
resultar recomendable en los sujetos con una remodelacion ésea anémala, como la acondroplasia y la osteopetrosis.
Los métodos de administracion de estas sFRP para inhibir la diferenciacion de osteoclastos en un sujeto se definen
a continuacion.

Por otra parte, la sFRP-1 se puede usar para inhibir la formacién de osteoclastos. La pérdida de funcién ovarica tras
la menopausia suele provocar una pérdida progresiva de masa 0sea trabecular y finalmente osteoporosis. Esta
pérdida de hueso se debe en parte al aumento de la produccion de osteoclastos. Esta produccion incrementada de
osteoclastos parece deberse al aumento de la produccion de las células de soporte de las citocinas
osteoclastogénicas, como IL-1, el factor de necrosis tumoral e IL-6, todas ellas reguladas negativamente por los
estrogenos.

Los osteoclastos también estan implicados en enfermedades de huesos degenerativas en los sitios donde se
produce la osteolisis. Del mismo modo, una sobreproducciéon de osteoclastos esta asociada con enfermedades
como el hiperparatiroidismo y la enfermedad de Paget. Los osteoclastos también se encuentran en sitios de
reacciones inflamatorias asociadas con el aflojamiento aséptico de la protesis de cadera total, la artritis reumatoides
y la periodontitis. Dos citocinas producidas por células inflamatorias que pueden tener un efecto directo sobre la
formacion de los osteoclastos y sobre su funcion son la interleucina-1 (IL-1) y el factor de necrosis tumoral (TNF-a).
Asi, la inhibicibn de la formacién de osteoclastos resulta deseable en sujetos con trastornos de huesos
caracterizados por la reabsorcion de hueso no deseada.

En vista de la capacidad de la sFRP-1 para inhibir la osteoclastogénesis, ésta puede tener utilidad clinica en
condiciones en las que una actividad excesiva de los osteoclastos tiene consecuencias patolégicas. La osteoporosis
y la artritis reumatoide son ejemplos de condiciones que resultan unos objetivos particularmente apropiados para el
tratamiento con sFRP-1, porque el RANKL soluble de las células T se cree que tiene un importante papel en la
pérdida de hueso asociada con estas enfermedades. Los métodos de administracion de sFRP-1 para inhibir la
formacion de osteoclastos en un sujeto se divulgan en el presente documento.

Los trastornos de la homeostasis del calcio también se pueden ver afectados por la actividad de los osteoclastos.
Por ejemplo, los osteoclastos son capaces de movilizar el calcio fuera de los huesos y provocar estados
hipocalcémicos. Alternativamente, la inhibicion de los osteoclastos puede ayudar a minimizar la movilizacién en
estados hipercalcémicos. Por tanto, la modulacion de la actividad de los osteoclastos se puede utilizar como
intervencion terapéutica para tratar la hipocalcemia e hipercalcemia.
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VI. Incorporacion de fragmentos, fusiones y variantes de la sFRP terapéuticamente efectivos a
preparaciones farmacéuticas y métodos de tratamiento

Para la administracion a animales, por lo general la sFRP purificada, los fragmentos de sFRP o variantes de sFRP
se combinan con un excipiente farmacéuticamente aceptable. La preparacion farmacéutica puede contener un Unico
péptido o estar compuesta por mas de una variedad de fragmentos de sFRP. En general, la naturaleza del
excipiente dependera del modo concreto de administracién que se vaya a emplear. Por ejemplo, las formulaciones
parenterales suelen comprender fluidos inyectables que incluyen fluidos farmacéutica y fisiologicamente aceptables,
como agua, suero fisiolégico, soluciones salinas equilibradas, dextrosa acuosa, glicerol, albumina humana o
similares, como vehiculo. Para las composiciones solidas (por ejemplo, en forma de polvo, tabletas o capsulas) los
excipientes sélidos no téxicos convencionales pueden incluir, por ejemplo, grados farmacéuticos de manitol, lactosa,
almidon o esterato de magnesio. Ademas de los excipientes biolégicamente neutros, las composiciones
farmacéuticas a administrar pueden contener pequefias cantidades de sustancias auxiliares no téxicas, como
agentes humectantes o emulsionantes, conservantes, agentes tamponadores del pH y similares, como acetato de
sodio o monolaurato de sorbitan.

Como es sabido en el campo, los productos farmacéuticos a base de proteinas solamente se pueden administrar de
forma no efectiva mediante ingestion. No obstante, se pueden administrar formas basadas en pildoras de proteinas
farmacéuticas subcutdneamente, en particular si estan formuladas en composicién de liberacién lenta. Estas
formulaciones de liberacion lenta se pueden producir combinando la proteina diana con una matriz biocompatible,
como el colesterol. Otro posible método de administrar los productos farmacéuticos a base de proteinas es a través
del uso de minibombas osmdticas. Como ya se ha sefialado anteriormente, también se emplearia un excipiente
biocompatible conjuntamente con este método de administracion.

También se contempla que la sFRP se podria administrar a las células en forma de acido nucleico y posteriormente
ser trasladada por la célula hospedadora. Esto se podria hacer, por ejemplo, a través del uso de vectores virales o
liposomas. Los liposomas también se podrian emplear para la administracién de la proteina en si.

Las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion se pueden administrar por cualquier medio que consiga
su proposito previsto. Las cantidades y los regimenes de administracion de los fragmentos de sFRP pueden ser
determinados facilmente por los expertos en la materia del tratamiento de enfermedades asociadas con una
remodelacion 6sea andmala. Para utilizarlas en el tratamiento de estas enfermedades, las proteinas descritas se
administran en una cantidad efectiva para incrementar o reducir la actividad de osteoclastogénesis. Estas dosis
incluyen cantidades que incrementan las concentraciones en los tejidos diana hasta unos niveles en los que la
actividad terapéutica se ha observado in vitro. Las proteinas divulgadas en el presente también se pueden utilizar
para modular las interacciones de las células T y las funciones del sistema inmunitario. Las dosis suficientes para
conseguir una concentracion en los tejidos que provoque un aumento o una reduccion de la osteoclastogénesis y/o
actividad de las células T se pueden determinar empleando las cantidades descritas en los ejemplos siguientes. Los
péptidos o proteinas se pueden administrar a un huésped in vivo, como por ejemplo, mediante administracion
sistémica (como la administracion intravenosa o intraperitoneal). Por otra parte, los péptidos o las proteinas se
pueden administrar intralesionalmente: es decir, que el péptido o la proteina se inyecta directamente en el tumor o la
zona afectada.

Las dosis efectivas de los péptidos divulgados para su aplicacion terapéutica variaran dependiendo de la naturaleza

y de la gravedad de la condicién a tratar, la edad y el estado del sujeto, asi como de otros factores clinicos. Por
tanto, el médico se encargara de determinar finalmente el régimen de tratamiento adecuado. Tipicamente, el rango
de dosis oscilara de unos 0,1 pg/kg de peso corporal a unos 100 mg/kg de peso corporal. Otros rangos adecuados
incluyen dosis de unos 1 pg/kg a 10 mg/kg de peso corporal. El programa de dosificacion puede variar desde una
vez a la semana a una vez al dia, dependiendo de una serie de factores clinicos, como la sensibilidad del sujeto a la
proteina. Algunos ejemplos de programas de dosificacion son 3 pg/kg administrados dos veces a la semana, tres
veces a la semana o diariamente; una dosis de 7 pg/kg dos veces a la semana, tres veces a la semana o
diariamente; una dosis de 10 ug/kg dos veces a la semana, tres veces a la semana, o diariamente; o una dosis de
30 pg/kg dos veces a la semana, tres veces a la semana o diariamente. En el caso de las enfermedades mas
agresivas, puede ser preferible administrar dosis como las descritas anteriormente por vias alternativas, incluyendo
intravenosamente o intratecalmente. La infusiéon continua también puede resultar apropiada.

Ejemplos
El andlisis ELISA usando RANKL y sFRP-1 ha indicado que sFRP-1 se une a RANKL. RANKL es conocido por estar

involucrado con la diferenciacion de osteoclastos. Subsecuentemente, sFRP-1 (SEC. ID N°:3) se mostré para inhibir
la osteoclastogénesis.
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Referencia Ejemplo 1
Materiales y métodos
1. Materiales

La sFRP-1 humana recombinante se preparé como se describe (Uren etalyJ Biol Chem 275:43 74-4382,2000). La
secuencia de codificacion de la sFRP-2 murina fue amplificada mediante RI PCR, utilizando RNA completo de rifion
de raton embriénico como fuente, subclonada en el vector de expresion pcDNA3.1, transfectada en células MDCK y
la proteina recombinante fue purificada mediante cromatografia de afinidad a la heparina, basicamente como se
describe para la sFRP-1 en Uren et al, J. Biol. Chem. 275:4374-4382, 2000. El antisuero policlonal de conejo se unid
a la sFRP-1 humana recombinante, inyectando ~10 ug de proteina purificada con adyuvante de Freund completo en
los nddulos linfaticos inguinales y posteriormente inyectando intramuscularmente a intervalos de 2 6 3 semanas
cantidades similares del antigeno disuelto en el adyuvante de Freund incompleto. Tras varias dosis de recuerdo, se
obtuvo una fraccién de inmunoglobulina del suero mediante cromatografia con sefarosa unida a proteina G
(Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia).

Los péptidos fueron sintetizados empleando la quimica de fase soélida estandar, purificados mediante HPLC de fase
inversa y su identidad se verific6 mediante un andlisis espectroscopico de masas (Research Genetics, Inc.,
Huntsville, AL).

Para los ensayos ELISA, el TRAIL y RANKL soluble recombinante, y los anticuerpos dirigidos contra estas proteinas
se obtuvieron de PeproTech (Rocky Hill, NJ). El anticuerpo monoclonal murino (designado anti-FLAG M2) dirigido
contra el epitopo FLAG se adquirié a Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY. Los conjugados de fosfatasa alcalina
con IgG de cabra anti-conejo y la fosfatasa alcalina con IgG de conejo anti-raton y paranitrofenolfosfato (pNPP) se
adquirieron a Sigma (St. Louis, MO).

Para los bioensayos, el RANKL soluble recombinante se adquiri6 a Peprotech, Rocky Hill, New Jersey, o los
residuos 158-317 del RANKL murino se prepararon como una proteina expresada en GST. M-CSF se obtuvo de
Research Genetics Institute (Boston, MA, USA).

La biblioteca de péptidos aleatorios expresados en el fago M13 se construyé como se describe (Adey et al. Methods
in Molecular and Cellular Biology 6:3-14, 1995/1996).

Los ratones recién nacidos (de 0 a 1 dias de vida) C57BL/6J y los ratones macho de 6 a 9 semanas de vida
C57BL/6J se compraron a Monash University Ariimal Services Centre (Clayton, Australia). Las lineas celulares
estromales murinas, tsJ2, tsJIO y tsJ14, se generaron mediante transfeccion con un vector retroviral expresando una
variante sensible a la temperatura del gen inmortalizador SV40 (ts A58; Chambers et al, Proc Natl. Acad. Sci. USA
90:5578-5582,1993; Owens et al.,Biochem. Biophys. Res. Commun. 222:225-229, 1996). Las células RAW264.7 se
adquirieron en ATCC, vy las lineas celulares KUSA/O y mc-3T3-el se describen en Horwood et al. Endocrinology
139:4743-4746, 1998. Los agentes osteotropicos regulan la expresién del factor de diferenciacion de los
osteoclastos y la osteoprotegerina en las células estromales osteoblasticas. 11,25(0OH ») vitamina D3 se adquirié a
Wako Pure Chemicals Co. (Osaka, Japon). PGE2 se obtuvo de Sigma (St Louis, MO). Otros productos quimicos y
reactivos eran de grado analitico.

2. Cultivo de células

Las células MDCK (American Type Culture Collection) se cultivaron en el medio de Eagle modificado por Dulbecco
(Life Technologies, Inc., Rockville, Maryland) que contenia un 10% de suero bovino fetal (Colorado Serum Company,
Denver, Colorado) en 5% CO; a 37°C.

3. Seleccidn de la biblioteca de péptidos expresados en fagos

El aislamiento del fago que contiene segmentos del péptido de unibn a sFRP-1 en su superficie se realizd
basicamente como se ha descrito con anterioridad (Sparks et al. Screening phage-displayed random peptide
libraries, in Phage Display Peptides and Proteins Eds. BK Kay et al. Academic Press, NY, 227-253,1996). En
resumen, se incubd un unico pocillo de una placa ELISA de 96 pocillos (Costar #3590, superficie de poliestireno)
durante una hora con la sFRP-1 (1 pg/50 pi) purificada recombinante. Esta y todas las demas manipulaciones con
placas ELISA se realizaron a temperatura ambiente. Posteriormente, se afiadieron 150 ul de 1% BSA al pocillo y se
incubaron durante dos horas. Tras tres lavados con PBS/0.1% Tween 20, se afadieron 2,5 x 10% fagos de la
biblioteca del péptido 12-mer aleatorio expresado en el fago M13 al pocillo ya recubierto y se incubaron durante 3,5
horas. Tras un lavado con PBS/0,1% Tween 20, el pocillo fue incubado durante 10 minutos con 50 ul de 0,05 M de
glicina con pH 2 para liberar el fago de la superficie. La suspension del fago fue aspirada del pocillo, neutralizada
con 50 pi de 0.2 M de fosfato de sodio, pH 7.4, y amplificada durante 6-8 horas en un caldo bacteriano DH5aFTQ.
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El fago amplificado recuperado del caldo bacteriano después de este primer paso de enriquecimiento se sometioé a
dos rondas mas de cribado en pocillos recubiertos con s-FRP-1, tal y como se describe en el parrafo anterior, salvo
por que el fago fue incubado solamente durante dos horas y una hora en el segundo y el tercer paso de cribado,
respectivamente. Después de la tercera ronda de crivado, el fago obtenido del pocillo recubierto con sFRP-1 fue
titulado y sembrado en un lecho de bacterias para permitir el aislamiento del fago de 200 colonias separadas. Las
bacterias de cada una de estas colonias se cultivaron en un caldo, se peletizaron mediante centrifugacion y se
recuperé el fago del supernatante. Cada uno de estos supernatantes de fagos fue testado para comprobar la unién a
los pocillos ELISA recubiertos de sFRP-1 frente a los pocillos recubiertos solamente con la solucién de bloqueo BSA.
Los fagos fueron detectados en este ensayo con el anticuerpo primario dirigido contra la proteina recubierta de fago
(Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden, #27-9411-01) y reactivos de deteccién estandar. Se seleccionaron unos 100
aislados de fagos para el andlisis de la secuencia, basandose en si presentaban una uniéon al menos cinco veces
mayor a sFRP-1 con respecto a los pocillos recubiertos de BSA.

4, Anélisis de la secuencia de los segmentos peptidicos presentes en la superficie del fago aislado

La secuencia del elemento insertado de DNA que codifica el segmento peptidico unido a la proteina de revestimiento
Il del gen M13 de cada aislado de fagos se determiné utilizando cebadores de secuenciacién correspondientes a la
secuencia del vector adyacente. Se realizé un andlisis de blsqueda BLAST avanzada de las bases de datos de
GenBank para identificar proteinas que contenian las porciones de las secuencias correspondientes a las
secuencias peptidicas identificadas mediante seleccion en la biblioteca de péptidos expresados en fagos.

5. Generacion de moléculas quiméricas de fosfatasa alcalina/péptido

Los oligonucledtidos sintéticos que codifican los péptidos de interés se unieron al vector de fusidon de fosfatasa
alcalina bacteriana, pMY 101, que habia sido digerido con Sal | y Xho | (Yamabhai and Kay, Anal Biochem. 247:143-
151, 1997). Todos los recombinantes fueron confirmados mediante analisis de secuencia de DNA. Las bacterias (E.
coli, cepa DH5aF") transformadas con las estructuras péptido/AP fueron cultivadas en caldo que contenia ampicilina
(50 pg/mL) hasta una densidad éptica de 0,5 (at 600 nm), tratadas con 1 mM isopropil-B-D-tiogalactopiranosida y
posteriormente incubadas hasta el dia siguiente a 37°C. El medio condicionado que contenia la quimera péptido/AP
fue recuperado mediante centrifugacion a 7000 g durante 15 minutos. Las proteinas quiméricas en el medio
condicionado eran estables cuando se almacenaban durante algunas semanas a 4°C o durante varios meses a -
80°C.

6. Andlisis ELISA de launion de péptido y proteina a sSFRP

Por lo general, los experimentos ELISA se realizaron como se ha descrito anteriormente (Uren et al., J. Biol.
Chem.275:4374-4382, 2000), con modificaciones dependiendo del elemento de unién a sFRP a testar. Tipicamente,
los pocillos fueron recubiertos con 0,5 o 1 ug de sFRP-1, bloqueados con BSA (0,2%, 1%, o 4%) y posteriormente
incubados con el elemento de unién putativo hasta el dia siguiente a temperatura ambiente. Para investigar la union
de quimeras péptido/AP, tras la aspiracion de los caldos bacterianos, los pocillos fueron lavados e incubados con p-
nitrofenolfosfato (obNPP). El desarrollo del color se determiné a 405 nm con un lector ELISA. Para los experimentos
competitivos, los péptidos solubles fueron preincubados con quimeras péptido/AP en caldo bacteriano durante 30
minutos a temperatura ambiente, antes de su transferencia a los pocillos ELISA recubiertos con sFRP-1 o BSA. Para
testar la unién de RANKL a sFRP-1, las diluciones en serie de RANKL soluble fueron sometidas a ensayo por
duplicado. Tras haber sido incubadas hasta el dia siguiente a temperatura ambiente, las soluciones de RANKL
fueron aspiradas y el RANKL unido fue detectado mediante incubaciones secuenciales con el anticuerpo primario
para RANKL, el anticuerpo secundario unido a AP y pNPP. Se emplearon disefios experimentales similares para
examinar la unién a sFRP de otros miembros de la familia del TNFy cuando los derivados de sFRP -1 o sFRP-2
eran los objetivos de unién para RANKL.

7. Calorimetria de titulacion isotérmica (ITC)

Los experimentos de ITC se realizaron con un VP-ITC MicroCalorimeter (MicroCal, LLC, Northhampton, MA)
conforme al Manual del usuario del fabricante. En resumen, se inyectaron partes alicuotas de 6 ul de A-C2 (200 uM,
disuelto en PBS) a intervalos regulares en una camara que contenia sFRP-1 (10 uM, también en PBS). Los
incrementos de la temperatura de la camara resultantes de la unién de A-C2 y sFRP-1 fueron determinados como
una medida del calor producido por la reaccién de la union. Diversos parametros, incluyendo la entalpia y la
constante de disociacion, se calcularon a partir de estas mediciones. Esta técnica se utiliza habitualmente para
cuantificar las propiedades termodinamicas de las interacciones de unién entre proteinas y péptidos. Por ejemplo,
véase el articulo de McNemar et al., Biochemistry 36:10006-10014,1997.

8. PCR diferencial
Se extrajo la totalidad del RNA celular de las lineas celulares o tejidos murinos empleando tiocianato de guanidina-
fenol cloroformo y se empled para la PCR de transcriptasa inversa (RT-PCR), basicamente como se describe

(Southby et al. Endocrinology 137:1349-1357,1996 y Traianedes et al, J. Biol. Chem. 270:20891-20894, 1995). La

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 385 666 T3

ddPCR se realiz6 basicamente como se describe (Liang et al, Science 257:967-971,1992 y Traianedes etal, J. Biol.
Chem. 270:20891-20894, 1995), salvo 1 ug de RNA total que se sometié a transcripcién inversa. Los productos de la
PCR fueron clonados en pCRScriptll (Stratagene, LaJolla, CA) o pGEM-T (Promega, Madison, WI). El analisis de la
secuencia de DNA se realizé utilizando un kit de secuenciacion T7 (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia). Los
oligonucledtidos se sintetizaron en un Oligo 1000M DNA Synthesizer (Beckman Instruments Inc., Fullerton CA,
EE.UU.). Los oligonucledtidos fueron: para ddPCR, DDMR-2 (5-CTTGATTGCC-3'; SEC. ID. N° 37) y T12VA (5-
TTTTTTTTTTTT[A,C,G]A; SEC. ID. N°: 32-3).

Para ddPCR, el 3' oligonucleétido es T12VC, donde V = A, C, o G. Este oligonucleétido se anillaria a las
transcripciones de mRAN que tuviesen Gy B (B = C, G, o T) como los nucleétidos ultimo y penultimo antes de la
cola poli-A. Los fragmentos parciales de cDNA se amplificaron utilizando 5-10mers, provocando la sintesis de DNA
de varias longitudes, debido al anillado aleatorio a diferentes especies de mRNA de transcripcion. Esta reaccion
PCR se realiza a una temperatura de anillado de 40°C y en presencia de [a358]-dATP para permitir la visualizacion
de los productos resultantes. Los productos de la PCR fueron disueltos en genes de secuenciacién de poliacrilamida
al 6% y expuestos a una pelicula de rayos X durante 1-3 dias. Los fragmentos de cDNA regulados diferencialmente
fueron separados del gel, superponiendo la pelicula y recortando la regiéon de interés. Utilizando los mismos
oligonucleétidos, el fragmento de cDNA fue reamplificado mediante dos rondas de PCR (un total de 80 ciclos de
PCR). El producto reamplificado fue después clonado molecularmente en pGEM-T (Promega Inc., Madison,
Wisconsin), y se determiné la secuencia de acido nucleico del elemento insertado amplificado.

9. Analisis de expresion de sFRP-1 mediante RT-PCR

El RNA total aislado de las lineas celulares o tejidos se sometié a transcripcién inversa con oligo-dT y la PCR se
realiz6 con los cebadores sfrp-la (5'-TTAAAATTGCTGCCTGCCTGAG-3'; SEC. ID. N° 38) y sfrp-lb (5-
TCCGAACTACAGGGACAACAGG-3’; SEC. ID. Ne°: 39) durante 22 ciclos, que se descubrié que se encontraban en
la fase log-lineal de la amplificacion para las transcripciones de sFRP-1 a partir de fuentes osteoblasticas. Las
amplificaciones se realizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los productos de la PCR resultantes
fueron sometidos a electroforesis, transferidos a una membrana de nylon, e hibridados con un oligonucleétido de
deteccién interna etiquetado con a-32P, sfrp-lc (5'-GCCCAGAGGTATTTCTCAAAGTTG-3'; SEC. ID. N°: 39). gapdh-
2 (5'-ATGAGGTCCACCACCCTGTT-3"; SEC. ID. N° 33, nucleétidos 640-659; Tso et al, Nucl. Acids Res. 13:2485-
2502, 1985) y gapdh-4 se utilizaron para amplificar el gen de normalizacion, gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, mediante 20 ciclos de PCR y los productos se detectaron con gapdh-1 etiquetado con a-32P, tal
como se describe (Sudaetal, J. Cell Physiol. 166:94-104,1996).

10. Anaélisis de la hibridacion in situ de sFRP-1 de las muestras de tejido

Se generd una ribosonda de sFRP-1 murina mediante PCR utilizando RNA obtenido de células tsJ2. El fragmento
resultante de 750 bp fue clonado en pGEM-T (Promega, Madison, WI, EE. UU.). El plasmido fue linearizado y
transcrito con polimerasa de RNA SP6 o T7 para generar ribosondas de sentido o antisentido. Las ribosondas fueron
etiquetadas con digoxigenina (DIG) durante la transcripcion de RNA utilizando un kit de marcado de RNA
(Boebringer Mannheim, Mannheim GmbH, Germany) conforme a las instrucciones del fabricante. La hibridacion in
situ se realiz6 como se ha descrito anteriormente (Kartsogiannis et al., Bone 21:385-392, 1997).

11. Bioensayos de osteoclastogénesis
A. Sistemas de cocultivo

Las células osteoblasticas se prepararon a partir de la calvaria de ratones recién nacidos mediante digestién con
colagenasa al 1% (Worthington Biochemical Co., Freefold, Australia) y dispasa al 0,2% (Godo Shusei, Tokyo,
Japon). Las células de médula ésea y esplénicas se obtuvieron de ratones adultos y recién nacidos,

respectivamente (Udagawa et al.,, J. Exp. Med. 182: 1461-1468, 1995). Las células osteoblasticas fueron
cocultivadas con células de la médula espinal o esplénicas como se ha descrito anteriormente (Udagawa et al, J.
Exp. Med. 182: 1461-1468, 1995,). En resumen, las células osteoblasticas primarias (2 x 104/pocillo) y las células
esplénicas nucleadas (1 x 106/pocillo) o células de la médula (5 x 105/pocillo) fueron cocultivadas en placas de 48
pocillos (Corning Glass Inc., Coming, NY) con 0,4 mL de o-MEM (GIBCO/BRL, Grand Island, NY) que contenian
suero bovino fetal al 10% (Cytosystems, Castle Hill, NSW, Australia) en presencia de productos quimicos de ensayo.
Los cultivos fueron incubados por cuadriplicado y las células se rellenaron el dia 3 con un medio limpio. La formacién
de osteoclastos se evalu6 tras el cultivo durante 6 6 7 dias. Las células adherentes fueron fijadas y tefiidas para
comprobar la presencia de fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP), y el nUmero de osteoclastos TRAP-positivos
se puntué como se describe (Udagawa et al,J. Exp. Med. 182: 1461-1468, 1995). Para el teflido de TRAP, las
células adherentes fueron fijadas con formaldehido al 4% en PBS durante tres minutos. Tras el tratamiento con
etanol-acetona (50/50, vol/vol) durante 1 minuto, la superficie del pocillo se secé con aire y se incubd durante 10
minutos a temperatura ambiente en una solucion tampén de acetato (0,1 M acetato de sodio, pH 5.0) que contenia
naftol AS-MX fosfato al 0,01% (Sigma) como sustrato y sal LB violeta rojizo al 0,03% (Sigma) como tinte para el
producto de reaccion en presencia de 50 mM de tartrato de sodio. Las células TRAP-positivas aparecian de color
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rojo oscuro y las que tenian tres o mas nucleos fueron puntuadas como multinucleadas y consideradas osteoclastos.
La validacion de la formacion de osteoclastos se consiguid utilizando el marcador especifico de la expresiéon del
recePZtSOr de _calt_:itonina (CTR) y la re_absorcién_ ésga. _La expre_sic')n de _CTR se determind mediante aut_orradiografia
con ~“’I-calcitonina de salmén o mediante localizacion inmunohistoquimica utilizando un conjunto de anticuerpos que
hemos desarrollado como se describe en Quinn et al, Bone 25:1-8, 1999.

B. Formacién de osteoclastos inducida por RANKL a partir de células hematopoyéticas

En algunos casos, se realizaron experimentos con células esplénicas de raton adulto o con células RAW264.7
tratadas con M-CSF y RANKL como se describe en Quinn et al, Endocrinology 139:4424-4427, 1998. Cuando estuvo
indicado, estos ensayos se realizaron en presencia 0 ausencia de células T esplénicas. Se prepararon fracciones de
células T como las descritas en Horwood et al, Journal of Clinical Investigation 101:595-603, 1998.

Ejemplo 2
Identificacion de péptidos que se unen a sFRP-1

Para identificar las secuencias de péptidos que se unen a sFRP-1, se estudiaron -25x10° fagos de una biblioteca
que contenia un diverso repertorio de segmentos de 12 residuos de aminoacidos unidos a la proteina de
revestimiento del gen Il del fago M13. Después de tres rondas sucesivas de crivado de los fagos que se unen a los
pocillos ELISA preincubados con sFRP-1, la preparacién de fagos seleccionada por su capacidad para unirse a
sFRP-1 fue titulada y después colocada en un lecho de bacterias. Se recogieron los fagos de 200 colonias
separadas de bacterias lisadas, se cultivaron en caldo bacteriano hasta el dia siguiente, se recuperaron en
supernatante y se comprobé su capacidad para unirse preferencialmente a sFRP-1 frente a BSA en un ELISA. Los
fagos que se unieron con una avidez al menos cinco veces mayor a sFRP-1 que a los pocillos recubiertos de BSA
fueron sometidos al andlisis de la secuencia de los nucleétidos para determinar la identidad de la secuencia
peptidica responsable de la especificidad de esta unidn.

De los aproximadamente 100 aislados de fagos que fueron secuenciados, se dedujeron 11 secuencias peptidicas
Unicas. Cabe sefialar que tres de estas 11 secuencias contenian un motivo conservado compuesto por los siete
residuos de aminoacidos siguientes: 1/V-V-D-G-R-W-I/V (SEC. ID. N° 9). La importancia de este motivo
heptapeptidico se puso de manifiesto por el hecho de que dos tercios de los fagos que registraban una elevada
especificidad para sFRP-1 en el ELISA presentaban en su superficie una de las tres secuencias con este motivo
(Tabla 1)

Tabla 1
SEC. ID. N°: Cédigo de | Secuencia de | Frecuencia Especificidad
referencia aminodcido (sERP-I/BS)
14 AC2 OGTLVDGRWLOL | 54 10:1
SEC. ID. N°: 14
11 A-E4 WDGRWVOGLED | 9 10:1
SEC. ID. N° 11
27 B-B9 LVDGRWLYNPHH | 4 5:1
SEC. ID. N°: 27

Debido al predominio de este patrén, se examinaron también las propiedades de union de estos tres péptidos, A-C2
(SEC. ID. N°; 14), A-E4 (SEC. ID. N°: 11), y B-B9 (SEC. ID. N°: 2 7), y la importancia general del motivo peptidico.
Posteriormente, se realizé un analisis similar con la segunda secuencia observada mas frecuentemente identificada
mediante el andlisis de expresion de péptidos en fagos, que se denomind A D9: WECAMYDGRCLT (SEC. ID. Ne:
40).

Ejemplo 3
Confirmacién de la actividad de unidn del motivo peptidico de sFRP-1

Se generd un conjunto de proteinas de fusion de fosfatasa alcalina-péptido que contenian los motivos peptidicos
(SEC. ID. N°: 14, 11, y 27). Estas proteinas de fusién se testaron para comprobar la unién especifica a sFRP 1
(SEC. ID. N°: 3) en un formato ELISA. Tal y como se ilustra en la FIG. 1, los caldos de mudltiples aislados de la
proteina de fusion fosfatasa alcalina/A-C2 (SEC. ID. N°: 14) mostraron todos una fuerte unién especifica a los
pocillos preincubados con sFRP-1. Unos resultados similares se obtuvieron con la proteina de fusion fosfatasa
alcalina/A-E4 (SEC. ID. N°: 11). No obstante, la proteina de fusién fosfatasa alcalina/B-B9 (SEC. ID. N°: 2 7) no
demostré una unién especifica a sFRP-1. Esta diferencia cualitativa entre los derivados de A-C2 (SEC. ID. N°: 14),
AE4 (SEC. ID. N°: 11), y B-B9 (SEC. ID. N°: 27) fue coherente con la diferencia cuantitativa observada durante el
estudio ELISA de los respectivos fagos. Los fagos de expresion de A-C2- (SEC. ID. N°: 14) y A E4- (SEC. ID. N°: 11)
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eran mas abundantes en la preparacion de fagos seleccionada para la unién a sFRP-1 (Tabla 1) y mostraron un
mayor ratio de unién sFRP-1:BSA que el fago de B-B9 (SEC. ID N° 2 7). El contraste mas drastico observado con
las proteinas de fusién es atribuible a la diferencia en la valencia de las entidades de unién: cada particula de los
fagos tiene cinco copias del péptido desplegadas en su superficie, mientras que las proteinas de fusion fosfatasa
alcalina-péptido existen como dimeros en solucion. Por tanto, la avidez de union relativamente mas débil de la
secuencia B-B9 originalmente percibida con la particula de los fagos pentavalentes resulté todavia mas evidente al
testar reactivos diméricos. Estos resultados indican que la union asociada con el motivo peptidico podria verse
afectada por la composicion de residuos de aminoacidos cercanos.

Experimentos posteriores demostraron que el motivo peptidico (SEC. ID. N° 9) fue un factor en la union de la
proteina de fusion fosfatasa alcalina/A-C2 (SEC. ID. N°: 14) a sFRP 1. Por ejemplo, la inhibicion dependiente de la
dosis de unién de la proteina de fusion fosfatasa alcalina/A-C2 (SEC. ID. N°: 14) a sFRP-I se observo con A-C2
(SEC. ID. N°: 14), pero no con un péptido sintético de control (FIG. 2). La fosfatasa alcalina en si no mostré ninguna
union preferencial a los pocillos recubiertos de sFRP-1. Las sustituciones individuales de un residuo de alanina en
cada uno de los doce sitios de la secuencia A-C2 (SEC. ID. N°: 14) de la proteina de fusion fosfatasa alcalina/A-C2
(SEC. ID. N°: 14 establecieron que los cinco residuos centrales (V-D-G-R -W) del motivo peptidico nativo mejoraron
la uniéon a sFRP-1, al igual que los residuos que flanquearon de inmediato esta secuencia central (FIG 3). Las
sustituciones de alanina en otros sitios también tuvieron un impacto sobre la union y en algunos casos
incrementaron la avidez de unién a sFRP-1 (SEC. ID. N°: 3)

Juntos, los andlisis de expresion peptidica en fagos seguidos de los experimentos ELISA con proteinas de fusion
fosfatasa alcalina/péptido establecieron la existencia de un motivo peptidico (SEC. ID. N°: 9) que se une a sFRP-1.
Por otra parte, la union de las proteinas que contienen este motivo peptidico, L/V-V-D- G-RW-L/V (SEC. ID. N°: 9),
se podria intensificar o reducir introduciendo cambios en la composicidn de los residuos cercanos al motivo peptidico
(SEC. ID. N°: 9).

Se empleé la calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) para demostrar la uniéon del péptido AC2 y sFRP-1 en
solucion y calcular la afinidad de la interaccién. La unién resulté evidente, dado que se generd calor cuando se
afiadieron partes alicuotas de una solucién de AC2 a una camara que contenia sFRP-1 disuelta en PBS. Por el
contrario, no se produjo calor cuando se afiadi6 AC2 a una camara que contenia solamente PBS. El Kd calculado
fue 3,9 +/ 0,46 micromolar (Fig. 4A y 4B).

Los experimentos ELISA se realizaron basicamente tal y como se ha descrito anteriormente con una serie de
mutantes de delecion de sFRP-1 (in Uren et al, J. Biol Chem, 2:43 74-4382,2000 82,2000) para determinar qué
regién o regiones de la proteina eran necesarias para la union a la quimera AC2/fosfatasa alcalina. La unién éptima
se observé con el derivado A3, que contiene todos los Fz CRD y una porcion de la region C-terminal. Se detect6 una
escasa union con derivados que contenian el CRD solamente o la regién C-terminal solamente.

Asi pues, fue necesaria una combinacion de elementos del CRD y el dominio C-terminal para la uniéon de AC2. Dado
que los derivados que no se unieron bien a la quimera AC2 se unieron a otros reactivos y, en algunos casos,
demostraron actividad bioldgica, es poco probable que simplemente estuviesen mal plegados.

Otro péptido, A-D9, se analiz6 de manera similar a la rutina seguida para A-C2. En particular, los experimentos
ELISA realizados con una quimera A D9/AP demostraron que esta quimera se unia especificamente a los pocillos
recubiertos con sFRP-1 y no con BSA. Esta union se bloqueé de manera dependiente de la dosis con un péptido
sintético soluble que contenia la secuencia A-D9. La unién de la quimera A-D9/AP a sFRP-1 en los pocillos ELISA
se interrumpié mediante sustituciones de alanina en la secuencia de A-D9. Cabe sefialar que el péptido A-C2
también pudo inhibir la unién de la quimera A-D9/AP a sFRP-1 y que el péptido A-D9 inhibid la unién de la quimera
A-C2/AP a sFRP-1. Esto significa que A-C2 y A-D9 reconocieron sitios de unién solapados en sFRP-1, lo que
es coherente con la presencia de un elemento comun (DGR) en los dos péptidos.

Ejemplo 4
Identificacion de proteinas con secuencias semejantes al motivo péptido
El andlisis BLAST de la secuencias de GenBank indico que el motivo peptidico recién descubierto (SEC. ID N°: 9) no

estaba presente en ninguna proteina Wnt. No obstante, se observaron secuencias similares en algunas otras
proteinas, tal y como se ilustra en la Tabla 2.

Tabla 2
SEC. ID. N°: Proteina identificada de homologia | Secuencia de aminoéacido
con el motivo peptidico
29 Receptor de netrina (UNC5H3) TLCPVDGRW
28 RANKL MVDGSWLDL
10 Receptor A de AMP (humano) WDGRFVLKTTD
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Cabe sefialar el segmento V D G-R-W en UNC5H3 porque esta proteina es un receptor de netrina. Por tanto, es
posible que la sFRP-1 (SEC. ID. N°: 3) interactie con UNC5H3 en una relacion ligando/receptor. También cabe
sefalar la presencia de la secuencia M -V-D-G-S-W-L (SEC. ID. N°: 28) en RANKL/IRANCE/OPGI porque evidencia
también que sFRP-1 (SEC. ID. N° 3) y RANKL estan coexpresados en muchos tejidos, incluyendo huesos donde el
RANKL tiene un papel critico en la formacién de osteoclastos (véase debajo). La secuencia V-V-D G-R-F-V (SEC.
ID. N°: 10) del receptor A del péptido natriurético atrial (ANP) humano también es importante debido a la coexpresion
de este producto genético y de la sSFRP-1 en tejidos del rifion y del ojo. Como se describe en el presente, la sFRP-1
(SEC. ID. Ne°: 3) y el RANKL interactian entre si de forma que tienen consecuencias biolégicas importantes y su
interaccion se puede modular de forma que influya en la osteoclastrogénesis.

Ejemplo 5
sFRP-1y expresién en huesos

Se realizaron analisis de hibridacion in situ de transcripciones de sFRP-1 (SEC. ID. N°% 1) en estructuras
esqueléticas de embriones de ratén (Dia 19), ratén recién nacido (Dia 1) y ratén adulto (cinco semanas) para
examinar el papel de la sFRP-1 en el desarrollo de los huesos. Los condrocitos hipertréficos fueron claramente
positivos en los embriones murinos (E19). En la médula espinal del raton del Dia 1, se observd una fuerte expresion
en el centro de osificacion dentro del primordio del cartilago del cuerpo vertebral lumbar y el ndcleo pulposo de la
parte central del disco invertebral lumbar. En el adulto, las células que recubren los huesos fueron positivas, asi
como algunas células aisladas de la médula, y los osteocitos fueron ligeramente positivos. También se observo
mMRNA de la sFRP-1 en la epidermis. EI RANKL se expresa en un patron similar (Kartsogiannis et al, Bone 25:525-
534, 1999). También se detecto la expresion de sFRP-1 en sitios esqueléticos. Por tanto, es probable que la sFRP-1
participe en la morfogénesis esquelética y la expresion de sFRP-1 se mantiene en diversos sitios durante toda la
edad adulta.

Se estudid la expresion de la sFRP-1 en los osteoblastos (células tsJJ2) (para obtener una descripcién de la linea
celular tsdJ2 y la linea celular tsJ14, véase Chambers et al, Proc. Natl Acad. Sci. USA 90:5578-5582, 1993). Los
resultados demostraron que la sFRP-1 se expresa preferencialmente en los osteoblastos (células tsJ2) que
promueven la formacién de osteoclastos. Las transcripciones de sFRP-1 murina se amplificaron utilizando los
oligonucleétidos sfrp-la y sfrp-Ib. Los productos amplificados fueron verificados mediante analisis Southern blot
utilizando el oligonucledtido sffp-lb de extremo marcado con [a-*P]JdATP como sonda. La PCR diferencial (ddPCR)
también demostré que la sSFRP-1 es regulada al alza en lineas de osteoblastos que estimulan la osteoclastogénesis,
pero no en los productos de otras dos lineas que no soportan la diferenciacion de osteoclastos. Los anélisis RT-PCR
semicuantitativos de la expresion de sFRP-1 confirmaron que el nivel de transcripcién era muy superior en las lineas
que eran capaces de promover la formacion de osteoclastos en cocultivos con células progenitoras
hematopoyéticas. Este patrén se observd al comparar lineas de osteoblastos adicionales, reforzando la conclusion
de que la expresion de sFRP-1 estaba asociada con la osteoclastogénesis.

No obstante, en general, los factores osteotrépicos como 1a,25(0OH;) vitamina D3 causaron una estimulacion limitada
de la expresion de sFRP-1 por parte de las lineas osteoblasticas. EI RNA total fue aislado a partir de células sin
tratar o células tratadas con 1a,25(OHy) \vitamina D3 durante 24 horas, se sometié a transcripcion inversa con oligo
(dT), y posteriormente a PCR para comprobar la presencia de GAPDH y SFRP1 murina. Un cocultivo de
osteoblastos y médula 6sea tratado durante 24 horas con 1,25(OH ;) vitamina D3 fue incluido como control positivo.
La combinacion del cebador de sfrp-la (5'- AGC CTT GGC AGT CAA CGA CG-3' SEC. ID. N° 30) y sfrp-lb (5'- GTT
GTG GCT TTT GCA TTG CAC-3' SEC. ID. N° 31) se empled para la amplificaciéon de la sFRP-1 y la combinacién
del cebador de gapdh-2 (5'-ATG AGG TCC ACC ACC CTG TT-3' SEC. ID. N° 33) y gapdh-4 (5-CAT GGA GAA
GGC TGG GGC TC-3' SEC. ID. N°: 34) se utiliz6 para la amplificacion de GAPDH. Los productos de la PCR
resultantes fueron sometidos a electroforesis, transferidos a una membrana de nylon, e hibridados con un
oligonucledtido de deteccion interna etiquetado con a-32P, sfrp-lc (5-TGT TGA AAA CTA GTA GCT G-3'; SEC. ID.
N°: 35) y gapdh-1 (5'-GCT GTG GGC A AG GTC ATC CC-3' SEQ ID NO: 36), respectivamente, tal y como se
describe (Southby et al., Endocrinology 137:1349-1357,1996). El andlisis RT-PCR se repiti6 por triplicado. El analisis
RT-PCR semicuantitativo se realizé tres veces con cada reaccion de RT y se examinaron dos reacciones de RT
independientes.

Estos resultados indican que la sFRP-1 puede ser una mediadora de la formaciéon de osteoclastos hormonalmente
dependientes. Por otra parte, la expresién de sFRP-1 aument6 notablemente cuando se cocultivaron progenitores de
osteoblastos y osteoclastos. El marco temporal de este aumento coincidié con el aumento de la aparicién de células
TRAP+, un marcador de la diferenciacidon de osteoclastos. Estos resultados indican que la regulacién al alza de la
expresion de sFRP-1 es dependiente de la comunicacién célula-célula entre las lineas de osteoblastos y
osteoclastos. En particular, la correlacion entre la expresién de sFRP-1 y la formacion de osteoclastos sugirio que la
induccion de sFRP-1 podria ser una consecuencia de la osteoclastogénesis.
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Ejemplo 6
sFRP-1 bloquea la osteoclastogénesis en bioensayos de cultivos celulares

La posibilidad de que la sFRP-1 (SEC. ID. N°: 3) y el RANKL interacttien directamente entre si se testo utilizando un
ensayo ELISA. El ensayo ELISA implico el uso de pocillos que fueron recubiertos con sFRP-1 recombinante (SEC.
ID. N°: 3) y posteriormente con BSA. Después se incubd el RANKL en estos pocillos y en los pocillos adyacentes
que solamente habian sido tratados con BSA. La posterior deteccibn con antisuero de RANKL y reactivos
secundarios revel6 que el RANKL se unia especificamente a sFRP-1 (FIG. 5). Este resultado se confirmé en varios
experimentos separados. El uso de reactivos recombinantes indica que la sFRP-1 (SEC. ID. N° 3) y el RANKL se
unen directamente entre si.

El efecto de la sFRP-1 se evalud con un método de formacion de osteoclastos independiente de RANKL, empleando
la linea celular de monocito/macrofago RAW264.7 (Quinn et al., Journal of Bone and Mineral Research. 16, 1787-
1794, 2001) y se compard con el de la osteoprotegerina (FIG. 14). En ausencia de TGFcc, solamente se produce
una cantidad limitada de osteoclastos por parte de las células RAW264.7 tratadas con TNFa (Quinn et al, Journal of
Bone and Mineral Research. 16, 1787-1794, 2001), por lo que se afiadié6 TG¥F durante los tres primeros ths de
cultivo para incrementar el nimero de osteoclastos (FIG. 14). La sFRP-1 inhibi6é la formacién de osteoclastos
dependiente de TNFa cuando estaba presente durante los tres primerodas de cultivo, mientras que la OPG no
tuvo ningun efecto que sugiriera que la sFRP-1 estaba actuando independientemente de RANKL, mediante la unién
a TNFa o mediante la sefializacion de WNT.

El efecto del CRD expresado bacterianamente se evalué en tres modelos de cultivo celular diferentes. Estos fueron:
(1) células de la médula 6ésea + RANKL + M-CSF, (2) linea celular macr6fago/monocito RAW?264.7 + RANKL, vy (3)
RAW264.7 + TNFa + TGFp (Horwood et al., Journal of Immunology 166:4915-4921, 2001; Quinn et al., Journal of
Bone and Mineral Research. 16, 1787-1794, 2001). En cada sistema, tanto dependiente de RANKL (cultivos 1y 2)
como independiente de RANKL (cultivo 3, formacion de osteoclastos dependiente de TdJF el CRD expresado
bacterianamente imit6 la accion de la sFRP-1 en toda su longitud y con una potencia similar (FIG. 15).

Como se ha mostrado anteriormente, los experimentos ELISA con mutantes por delecién de sFRP-1 indicaron que el
derivado A1 (Uren et al J Biol Chem, 275:4374-4382,2000), que se compone basicamente del F'z CRD, conservé
una buena unién a RANKL (véase la FIG. 12). Por otra parte, la union de RANKL a una preparacion de CRD
bacterianamente expresado fue notable.

Los andlisis de Scatchard de los datos ELISA indican que hay dos sitios de union diferentes: un sitio de alta afinidad
y un sitio de baja afinidad con afinidades de 5-10 nM y 80-120 nM, respectivamente (véase la FIG 13) (véase Meshul
et al, J. Neurochem 67:1965, 1996).

Los ensayos que miden el efecto de la sFRP-1 sobre la osteoclastogénesis demostraron que la sFRP-1 tiene una
actividad inhibidora dependiente de la dosis sobre la formacién de osteoclastos (FIG. 6A). Estos resultados se
observaron en cocultivos de osteoblastos primarios y células de la médula espinal tratadas con vitamina D3 (10'8 M)
y PGE2 (10'7 M). La sFRP-1 redujo el nimero de células TRAP+ internucleadas en un 50% cuando se usaba a una
concentracion de 300 ng/mL, mientras que una dosis de 1 6 ug/mL redujo el numero de células en un 95% (FIG. 15
6A).Un patrén de respuesta a la dosis similar se observé al tratar células esplénicas de raton adulto con RANKL y M-
CSF (FIG 6B). Estos resultados indican que una interaccion directa entre sFRP-1 y RANKL bloqueé la diferenciacion
de osteoclastos.

La importancia de los datos obtenidos con sFRP-1 recombinante se ve incrementada por los resultados de los
experimentos realizados con anticuerpos policlonales de conejo purificados con proteina G para la sFRP-1
recombinante. La preparacion del anticuerpo provocé un aumento de las células TRAF+ mononucleadas y
multinucleadas entre 7 y 10 veces mayor, en cocultivos de osteoblastosgnrimarios y células esplénicas murinas que
habian sido tratados con dosis submaximas de D3 (10’10 M) y Dex (10~ M) (FIG. 7A). Se observé un aumento de
estas células entre dos y tres veces mayor en los cocultivos que recibian dosis 6ptimas de D3 (10° M) y PGE2 (10
M) (FIG 1). Estos resultados indicaron que la sFRP-1 naturalmente presente se encontraba en los cultivos e inhibia
la formacién de osteoclastos. Al neutralizar esta actividad enddgena, los anticuerpos de sFRP-1 impulsaron el
namero de células TRAP+ producidas en cocultivos.

El CRD expresado bacterianamente bloqued la formacion de osteoclastos en tres modelos de cultivo diferentes,
imitando la accion de la sFRP-1 completa y con una potencia similar (FIG. 14)

Las tres condiciones utilizadas en estos ensayos fueron: (1) células de la médula espinal + RANKL + M- CSF, (2)
RAW264 7 + RANKT, y (3) RAW264 7 + TNFa 4 TGFB. Sin dejarse guiar por la teoria, dado que se observo
actividad en el grupo (3) (en ausencia de RANKL), es posible que el CRD se una al TNF, que esta estructuralmente
relacionado con el RANKL.
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Ejemplo 7
El péptido sintético A-C2 promueve la formacién de osteoclastos

Dado que el polipéptido A-C2 (SEC. ID. N°: 14) tiene una homologia de secuencia con RANKL y dado que A-C2
(SEC. ID. N°: 14) se une a sFRP-1, se realizaron ensayos para determinar si A-C2 (SEC. ID. N°: 24) bloguearia la
unién de sFRP-1 a RANKL y, por tanto, incrementaria la osteoclastogénesis. Concordando con esta hipétesis, el
tratamiento con osteoblastos y los cocultivos de células de un bazo adulto con A-C2 (SEC. ID. N°: 14) provocaron un
aumento diez veces mayor de las células multinucleadas TRAP+ (FIG 8). A C2 (SEC. ID. N°: 14) y solamente
afectaba a la formacion de osteoclastos cuando se encontraba presente durante los dias 0 a 3 del experimento de
cocultivo. La presencia de RANKL también es necesaria para la osteoclastogénesis durante los dias 0 a 3 (Suda et
al Endocrine Reviews 20:345-357, 1999). Por tanto, estos resultados son coherentes con el concepto de que AC2
(SEC. ID. N°: 14) muy probablemente tiene un impacto sobre la actividad de RANKL.

Adicionalmente, el efecto positivo de A C2 (SEC. ID. N°: 14) en los ensayos de cocultivo estuvo correlacionado con
la presencia de células T. Cuando las células T se retiraban de los preparados con células de un bazo adulto con
perlas magnéticas del anticuerpo integradas, la formacion de osteoclastos aumentaba y no se producia ninguna
respuesta adicional a A-C2 (SEC. ID. N°: 14; FIG. 10). De forma similar a lo que ocurre con la estimulacion
dependiente de dosis de AC2 (SEC. ID. N°: 14) de TRAP+, la diferenciacién de células multinucleadas en cultivos de
RAW?2647 solamente se observo cuando se afadieron células T a los cultivos (FIG 11). Estos resultados indican que
las células T expresan un factor inhibidor (muy probablemente sFRP-1) que es bloqueado por A-C2 (SEC. ID. Ne:
14)

Ejemplo 8
El analisis estructural demuestra que la unién de sFRP-1/RANKL se extiende mas alla del motivo peptidico

El analisis de la funcion de la estructura de la interaccion sFRP-1/RANKL se realizé testando la capacidad de
RANKL para unirse a un conjunto de mutantes por delecion de sFRP 1 (Figura 12). La unién mas sélida se observo
con un derivado que contenia el CRD y posteriormente se observé una union sélida con una variante similar que
comprendia el CRD que estaba expresado en la bacteria. Cabe sefialar que también observamos la unién de sFRP-
1 a un derivado de RANKL que carecia de la secuencia correspondiente al motivo de A-C2 (esta variante del RANKL
tenia una secuencia amino terminal que comenzaba por el residuo 158). Esto implicaba que la unién de RANKL y
sFRP-1 no dependia completamente de la presencia de la secuencia de A-C2. Por otra parte, implicaba que otras
proteinas estructuralmente relacionadas con RANKL pero que carecian de la secuencia A-C2-Kke también podrian
unirse a sFRP-1. Hemos testado esta hipotesis y ahora disponemos de pruebas que confirman que TNFa también se
puede unir a sFRP-I en un formato ELISA, utilizando condiciones comparables a las descritas anteriormente para los
estudios de unién a RANKL. Por otra parte, experimentos similares realizados con sFRP-2 indican que se puede unir
a RANKL y a otro miembro de la familia del TNFa, el ligando inductor de apdptosis relacionado con el TNF (TRAIL).
Asi, ahora pensamos que ocurren interacciones adicionales entre miembros de las familias de las sFRP y los TNF,
ademas de la que implica a sFRP-1 y RANKL.

Ejemplo 9
Identificacion de un motivo peptidico biol6gicamente relevante

El motivo peptidico L/V-V-D-G-R W-L/V (SEC. ID. N°: 9), no ha sido previamente identificado por su capacidad de
unirse a sFRP-1. Esta actividad de union se ha caracterizado utilizando una serie de experimentos ELISA,
empleando proteinas de fusion de péptido/fosfatasa alcalina, mutagénesis de rastreo de alanina y péptidos
sintéticos. Estos experimentos también han demostrado que las sustituciones en los residuos cercanos podrian
potenciar o reducir la unién de sFRP-1/el motivo peptidico, lo que implica que las sustituciones sistematicas en los
residuos adyacentes y los cambios conservadores dentro del motivo peptidico son capaces de reforzar la interaccion
con sFRP-1.

Las sustituciones conservadoras sustituyen un aminoéacido por otro similar en tamafio, hidrofobicidad, etc. Por lo
general, estas sustituciones son conservadoras cuando se desea modular de forma precisa las caracteristicas de la
proteina. Los ejemplos de aminoacidos que pueden ser sustituidos por un aminoacido original en una proteina y que
se consideran sustituciones conservadoras incluyen: Ser por Ala; Lys por Arg; Gin o His por Asn; Glu por Asp; Ser
por Cys; Asn por Gin; Asp por Glu; Pro por Gly; Asn o Gin por His; Leu o Val por lie; lie o Val por Leu; Arg o Gin por
Lys; Leu o He por Met; Met, Leu o Tyr por Phe; Thr por Ser; Ser por Thr; Tyr por Trp; Trp o Phe por Tyr; y He o Leu
por Val. El efecto de union de los péptidos en los que se han hecho sustituciones se puede confirmar facilmente
mediante el ensayo de unién del motivo peptidico divulgado en el presente.

Se pueden obtener cambios mas sustanciales en la funcién u otras caracteristicas, seleccionando sustituciones

menos conservadoras que las anteriormente descritas, es decir seleccionando residuos que difieren de forma mas
significativa en su efecto sobre el mantenimiento (a) de la estructura del segmento principal del polipéptido en la
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region de sustitucion, por ejemplo, como una conformacion plana o helicoidal, (b) la carga o hidrofobicidad de la
molécula en el sitio diana, o (c) la mayor parte de la cadena lateral. Las sustituciones que, en general, se espera que
produzcan mayores cambios en las propiedades de las proteinas seran aquellas en las que (a) un residuo hidréfilo,
como seril o treonil, sea sustituido por un residuo hidr6fobo, como leucil, isoleucil, fenilalanil, valil o alanil; (b) una
cisteina o prolina sea sustituida por cualquier otro residuo; (c) un residuo que tenga una cadena lateral
electropositiva, como lisil, arginil o histadil, sea sustituido por un residuo electronegativo, como glutamil o aspartil; o
(d) un residuo que tenga una cadena lateral abultada, como fenilalanina, sea sustituido por uno que no tenga cadena
lateral, como glicina. Los efectos de estas sustituciones o deleciones o adiciones de aminoacidos se pueden evaluar
a través del uso del ensayo de unién ELISA proporcionado aqui.

Adicionalmente, un experto en la materia apreciara que las secuencias de acido nucleico que codifican el motivo
peptidico pueden ser disefiadas sintetizando sintéticamente la secuencia de acido nucleico apropiada o utilizando la
PCR para amplificar la secuencia apropiada. Una vez obtenida, la secuencia de &cido nucleico se puede colocar en
un vector de expresién apropiado y transformarse en un organismo, de forma que el organismo produzca después el
péptido.

La importancia del motivo peptidico (SEC. ID. N°: 9) se demostré en experimentos que revelaron un notable efecto
estimulador de un péptido sintético que contenia el motivo peptidico en bioensayos de osteoclastogénesis. La
capacidad del péptido A-C2 (SEC. ID. N°: 14) para promover la formacion de osteoclastos era coherente con la idea
de que el péptido incrementaba la actividad de RANKL bloqueando el efecto inhibidor de la sFRP-1 enddgena (FIG.
17).

La necesidad de células T para que el péptido A-C2 (SEC. ID. N° 14) estimule la formacién de osteoclastos
implicaba que las células T esplénicas expresan un inhibidor de la osteoclastogénesis sensible a A-C2 (SEC. ID. N°:
14). Se cree que ese inhibidor es sFRP-1, dado que la sFRP-1 se expresa en el bazo (Finch et al, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 94:6770-6775, 1997). Por tanto, se cree que los reactivos que poseen un motivo de uniéon a sFRP-1 son
Utiles para regular la sefalizacion de RANKL implicada en la comunicacién dendritica de las células T que esta
modulada por la sFRP-1 enddégena. Esta regulacion se puede explotar para optimizar las terapias con vacunas en
diferentes entornos en los que las interacciones de las células dendriticas/células T tienen un papel importante en la
respuesta inmunitaria.

Se ha demostrado que las células dendriticas promueven las respuestas a las vacunas, lo que se puede determinar
midiendo los titulos para conocer los antigenos desarrollados en los animales inoculados (M. Di Nicola et al,
Cytokines Cell Mol Ther. 4: 265-273, 1998; C. Reis e Sousa etal, Curr. Opin. Immunol. 11: 392-399, 1999; K. Tarte
and B. Klein, Leukemia 13: 653-663,1999). Se estan realizando esfuerzos por optimizar la expansion de las células
dendriticas inmunolégicamente reactivas, a fin de mejorar la eficacia de la terapia con vacunas (R. Hajek y A.W.
Butch, Med. Oncol. 17: 2-15, 2000). Utilizando los métodos mencionados en las anteriores referencias, los reactivos
correspondientes al motivo de unién de sFRP-1 y a sFRP-1 pueden ser Utiles para mejorar la respuesta inmunitaria
en las terapias con vacunas.

La asociacion de la sFRP-1 y las células T indica que la sFRP-1 puede ser util para modular el clivaje proteolitico
endbégeno de RANKL. Una fraccion importante del RANKL expresada por las células T es procesada
proteoliticamente para liberar una forma soluble, bioldgicamente activa. Este proceso, que puede ser mediado por la
enzima de conversion de TN& (TACE), implica el clivaje en uno o dos sitios de la secuencia RANKL justo por
encima del motivo de union del péptido putativo (SEC. ID. N° 9). Por tanto, se cree que la sFRP-1 regula el
procesamiento proteolitico de RANKL de una manera que se podria invertir mediante reactivos que contienen el
motivo peptidico (SEC. ID. N°: 9).

La capacidad de la sFRP-1 para regular el procesamiento de RANKL se testa cultivando células T que expresan
RANKL vy tratando los cultivos con diversas concentraciones de sFRP-1. Las proteinas RANKL solubles resultantes
son entonces identificadas utilizando la inmunotransferencia (Western blot) especifica para RANKL. El grado de
procesamiento de RANKL se correlacionada entonces con la concentracion de sFRP de la muestra.

Ademas del impacto de los motivos peptidicos (SEC. ID. N°: 9) sobre la unién de sFRP-I/RANKL, los reactivos que
rodean al motivo peptidico (SEC. ID. N°: 9) también son Utiles para alterar la interaccion de la sFRP-1 con otras
proteinas. Como se ha mencionado anteriormente, otras proteinas conocidas como el receptor de netrina y UNC5H3
y el receptor A de ANP tienen secuencias similares al motivo de unién, y se pueden estudiar rutinariamente las
secuencias genéticas recién identificadas en busca de estas secuencias. Es probable que las proteinas con este
motivo sean potenciales elementos de unién adicionales para sFRP-1 y objetivos para los reactivos que contienen el
motivo de uniéon de sFRP-1. Por ejemplo, la uniéon de sFRP-1 al receptor A de ANP podria regular la liberacién de
sodio y fluido en el rifién y el ojo. Otros han demostrado que los componentes relevantes del sistema del péptido
natriurético se expresan funcionalmente en el ojo humano donde podrian actuar como moduladores de la presion
intraocular (J. Ortego and M. Coca-Prados, Biochem. Biophys. Res. Commun. 258: 21-28, 1999). En el ojo, la sFRP-
1 o su péptido de unién podria tener un impacto importante sobre la liberaciéon de fluido dentro del ojo con cambios
resultantes de la presién intraocular. Estos efectos se testan utilizando modelos de ojos perfundidos en cultivo
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organico, como el originalmente descrito por D.H. Johnson y R.C. Tschumper, Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 28: 945-
953, 1987. La regulacion de la presién intraocular tiene ventajas terapéuticas para el tratamiento del glaucoma.

Ejemplo 10
sFRP-1 bloquea la formacién de osteoclastos

Como se ha demostrado en el presente, la sFRP-1 tiene un efecto inhibidor sobre la osteoclastogénesis, que se
debe probablemente a su interaccion con RANKL. La expresion elevada de transcripcion de sFRP-1
especificamente en las lineas de osteoblastos capaces de estimular la formacion de osteoclastos sugeria
inicialmente que la sFRP-1 favorece la osteoclastogénesis. No obstante, el incremento de la transcripcion de sFRP-1
observado en cocultivos de osteoblastos y progenitores hematopoyéticos a medida que avanzaba la formacion de
osteoclastos implicé que la sFRP-1 era, sin embargo, parte de un mecanismo ténico para limitar el grado de
formacion de osteoclastos (FIG. 17). Se cree que es importante para la homeostasis garantizar que se mantenga un
equilibrio apropiado de las poblaciones de osteoblastos y osteoclastos, junto con una reserva de progenitores de
osteoclastos que estaria disponible cuando se necesitara en el futuro. Por otra parte, es posible que unas bajas
concentraciones de sFRP-1 puedan tener un efecto permisivo sobre la formacion de osteoclastos.

En vista de la capacidad de la sFRP-1 para inhibir la osteoclastogénesis, ésta puede tener utilidad clinica en
condiciones en las que una actividad excesiva de los osteoclastos tiene consecuencias patoldgicas. La osteoporosis,
la hipercalcemia y la osteopenia son ejemplos de estas condiciones; la artritis reumatoide es otra, que podria
representar un objetivo particularmente adecuado para la terapia con sFRP-1, dado que se cree que el RANKL
soluble de las células T tiene un importante papel en la pérdida de hueso asociada con esta enfermedad.

Ejemplo 11
Otras interacciones entre miembros de las familias sFRP y TNFa

Los resultados anteriormente descritos (Ejemplo 8) indican que hay puntos de contacto adicionales dentro de
RANKL, ademés del motivo de unién peptidica recientemente identificado, que participan en la interaccion de sFRP-
1 (SEC. ID. N°: 3) y RANKL. Estos resultados indican también que los miembros de la familia sFRP interactdan con
los miembros de la familia del ligando del TNF.

Los miembros de la familia del ligando del TNF son conocidos por encontrarse entre las citocinas mas pleiotrépicas,
induciendo un gran nimero de respuestas celulares, incluyendo la citotoxicidad, la actividad antiviral, las actividades
inmunorreguladoras y la regulacion transcripcional de varios genes. Las respuestas celulares a los ligandos de la
familia del TNF incluyen no solamente respuestas fisioldgicas normales, sino también enfermedades asociadas con
un incremento de la apoptosis o la inhibicion de la apdptosis. La muerte celular programada por la apdptosis es un
mecanismo fisiolégico implicado en la delecion de linfocitos T periféricos del sistema inmunitario y su desregulacion
puede provocar una serie de procesos patdgenos diferentes. Las enfermedades asociadas con un aumento de la
supervivencia de las células o la inhibicion de la apéptosis incluyen los canceres, los trastornos autoinmunes, las
infecciones virales, las inflamaciones, la enfermedad de injerto contra huésped, el rechazo de injerto agudo y el
rechazo de injerto crénico. Las enfermedades asociadas con un aumento de la apoéptosis incluyen el SIDA, los
trastornos neurodegenerativos, los sindromes mielodisplasicos, la lesion isquémica, la enfermedad hepatica inducida
por toxinas, el shock séptico, la cachexia y la anorexia.

Por tanto, la divulgacion proporciona también métodos para modular las interacciones entre el ligando del
TNF/receptor del TNF. Estos métodos implican poner en contacto la sFRP, un fragmento o variante de sFRP, o el
motivo peptidico (SEC. ID. N°: 9) con un miembro de la familia de proteinas del ligando del TNF y detectando un
cambio en la actividad biol6gica del ligando del TNF.

El hecho de si la sFRP, el fragmento o la variante de la sFRP, o el motivo péptido actia como «agonista» 0
«antagonista» se puede determinar facilmente utilizando uno de los bien conocidos ensayos de respuesta celular del
ligando de la familia del TNF/receptor, como los descritos en las referencias citadas en las siguientes revisiones: D
WaHach et al., Annu. Rev Immunol 17:331-367, 1999; S J Bakei y EP. Reddy, Oncogene 17: 3261 3270,1998

Por tanto, la divulgacion proporciona métodos de estudio para determinar si un agonista o antagonista candidato es
capaz de potenciar o inhibir la respuesta celular a un ligando de la familia del TNF.

Ejemplo 12
Union sFRP-1/péptido
Los experimentos ELISA se realizaron basicamente tal y como se ha descrito anteriormente con una serie de

mutantes de deleciéon de sFRP-1 (in Uren et al, J. Biol Chem, 275:43 74-43 82,2000) para determinar qué region o
regiones de la proteina eran necesarias para la unién a la quimera AC2/fosfatasa alcalina. La union optima se
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observé con el derivado A3, que contiene todos los Fz CRD y una porcion de la region C-terminal. Se detecté una
escasa unioén con derivados que contenian el CRD solamente o la region C-terminal solamente.

Por tanto, para la union de AC2 se necesitaba una combinacion de elementos del CRD y del dominio C-terminal.
Dado que los derivados que no se unieron bien a la quimera AC2 se unieron a otros reactivos y, en algunos casos,
demostraron actividad bioldgica, es poco probable que simplemente estuviesen mal plegados.

Habiendo ilustrado y descrito los principios de la divulgacion en multiples divulgaciones y ejemplos, deberia resultar
evidente para los expertos en la materia que la divulgacion se puede modificar en cuanto a su disposicion y sus
detalles, sin desviarse de estos principios. Reivindicamos todas las modificaciones introducidas dentro del ambito de
aplicacion de las reivindicaciones siguientes.
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<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400> 3

29

gctgetggcyg
cttcecagteg
cgtggacate
gococcaaccky
gecootgete
gececegtectge
ctegtagcgag
caagttccog
caagccccaa
cattgaacat
agaaaatgge
cdaagaagaag
ccaccagctg
gtacttgectg
gaagaaaatg

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
[00
842



ES 2 385 666 T3

Met Gly Ile Gly Arg Thr Glu Gly Gly Arg Arg Gly Ala Rla Leu Gly

Val Leu Leu Ala Leu Gly Gly Ala Ser Gly Arg Gly Leu Gly Ser Glu
20 25 30

Tyr Asp Tyr Val Ser Phe Gln Ser Asp Ile Gly Pro Tyr Gln Ser Gly
35 40 45

Arg Phe Tyr Thr Lys Pro Pro Gln Cys Val Asp Ile Pro Ala Asp Leu
50 b5 60

Arg Leu Cys His Asn Val Gly Tyr Lys Lys Met Val Leu Pro RAsn Leu
65 70 75 BO

Leu Glu His Glu Thr Met Ala Glu Val Lys Gln Gln Ala Ser Ser Trp
BS 90 85

Val Pro Leu Leu Asn Lys Asn Cys His Ala Gly Thr Glmn Val Phe Leu
100 105 1140

Cys Ser Leu Phe Ala Pro Val Cys Leu Bsp Arg Pro Ile Tyr Pro Cys
115 120 125

Arg Trp Leu Cys Glu Ala Val Arg Asp Ser Cys Glu Pro Val Met Gln
130 135 140

Phe Phe Gly Phe Tyr Trp Pro Glu Met Leu Lys Cys Asp Lys Phe Pro
145 150 155 160

Glu Gly Asp Val Cys Ile Ala Met Thr Pro Pro BAsn Ala Thr Glu Ala
165 170 175

Ser Lys Pro Gln Gly Thr Thr Val Cys Pro Pro Cys Asp Asn Glu Leu
180 185 130

Lys Ser Glu Ala Ile Ile Glu His Leu Cys Ala Ser Glu Phe Ala Leu
195 200 205

Arg Met Lys Ile Lys Glu Val Lys Lys Glu Asn Gly Asp Lys Lys Ile
210 215 220

Val Pro Lys Lys Lys Lys Pro Leu Lys Leu Gly Pro Ile Lys Lys Lys
225 230 235 240

Asp Leu Lys Lys Leu Val Leu Tyr Leu Lys Asn Gly Rla Asp Cys Pro
245 250 255

Cys His Gln Leu Asp Asn Leu Ser His His Phe Leu Ile Met Gly Arg
260 2635 270

Lys Val Lys Ser Gln Tyr Leu Leu Thr Ala Ile His Lys Trp Asp Lys
275 280 285

Lys Asn Lys Glu Phe Lys Asn Phe Met Lys Lys Met Lys Asn His Glu
290 295 300 ' ’

Cys Pro Thr Fhe Gln Ser Val Phe Lys
305 iio

30



<210> 4

<211> 338

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400> 4

Met Gly Ile

1

Yal Leu Leu

Tyr Asp Tyr

Arg

Arg

65

Leu

Val

Cys

Arg

Phea

30

Leu

Glu

Pro

Ser

130

35

Tyr

Cys

His

Leu

Leu

115

Leu

Gly
Ala
20

Val

Thr

His

Glu

Leu

100

Bhe

Cys

Arg
5

Leu

Ser

Lys

Asn

Thr

85

Asn

Ala

Glu

ES 2 385 666 T3

Thr Glu Gly Gly

Gly Gly Ala Ser

25

Fhe Gln Ser Asp

Pro

Val

70

Met

Lys

Pro

Ala

Pro

a5

Gly

Ala

Asn

Val

Val
135

40

Gln

Tyr

Glu

Cys

Cys

120

Arg

Cys

Lys

Val

His

105

Leu

hsp

Arg Arg Gly Ala Ala Leu Gly

10

15

Gly Arg Gly Leu Gly Ser Glu

30

Ile Gly Pro Tyr Gln Ser Gly

Val

Lys

Lys

90

Ala

Asp

Ser

31

hsp Ile

Met

75
Gln
Gly

Arg

Cys

&0

al

Gln

Thr

Pro

Glu
140

45

Pro

Leu

Ala

Gln

Ile

125

Prao

Ala

Pro

Ser

Val

110

Tyr

Val

Asp Leu

Asn

Sear

85

Phe

Fro

Met

Leu

BO
Trp
Lau

Cys

Gln



FPhe Phe
145

Glu Gly

Sexr Lys

Lys Ser

Arg Met
210

Val Pro
225

Asp Leu

Cys His

Lys Val

Lys Asn
290

Cys Pro
305

Leu Ile

His His

<210>5
<211> 195
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400> 5

Gly
Asp
Fro
Glu
195
Lys
Liys
Lys
Gln
Lys
275
Lys

Thr

Ser

Phe

Val

Eln

130

Ala

Ile

Lys

Lys

Leu

260

Ser

Glu

Fhe

Glu

Tyr

Cys

165

Gly

Ile

Lys

Lys

Lean

245

Asp

Gln

Fhe

Gln

Glu
325

Trp
150
Ile
Thr
Ile
Glua
Lys
230
Val
Asn
Tyr
Lys
ser

310

Asp

Fro

Ala

Thr

Glu

Val

215

Pro

Leu

Leu

Leu

Asn

295

Val

Leu

ES 2 385 666 T3

Glu

Met

Val

His

200

Lys

Leu

Tyr

Ser

Leu

280

Fhe

Phe

Asn

Met

Thr

Cys

185

Leu

Lys

Lys

Leu

His

265

Thr

Met

Lys=

Ser

Lau

Pro

170

Pro

Cys

Glu

Leu

Lys

250

His

Lla

Lys

Gln

Bla
330

32

Lys

155

Pro

Fro

Rla

Asn

Gly

235

Asn

Phe

Ile

Lys

Ala
315

Val

Cys
Asn
Cys
Ser
Gly
220
Pro
Gly
Leu
His
Met
300

Tyr

Asp

Asp
Ala
Rsp
Glu
205
Asp
Ile
Ala
Ila
Lys
285
Lys

Val

His

Lys

Thr

Asn

190

FPhe

Lys

Lys

Asp

Met

270

Trp

Bsn

zlu

His

Phe
Glu
175
Glu
Ala
Lys
Lys
Cys
255

Gly

His

Gln

His
325

Pro
160
Ala
Leu

Leu

Ile
Lys
240
Pra
Arg
Lys
Glu
Lys

320

His



10

Met

Val

ES 2 385 666 T3

Gly Ile Gly Arg Thr Glu Gly Gly Arg Arg Gly Ala Ala Leu Gly

5

10

15

Leu Leu Ala Leu Gly Gly RAla Ser Gly Arg Gly Leu Gly Ser Glu

20

Tyr RAsp Tyr Val

Arg

35

Phe Tyr Thr
50

Brg Leu Cys His

65

Leu

Val

Cys=

Fhe
145
Glu

Lys

His

Glu His Glu
Fro Leu Leau
100

Ser Lau Phe
115

Trp Leu Cys
130

Fhe Gly Fhe

Sly Asp Val

Leu Ile Ser
180
His His
155

<210>6

<211> 246

<212> PRT

25

30

Ser Phe Gln Ser Asp Ile Gly Pro Tyr Gln Ser Gly

40

45

Lys Pro Pro Gln Cys Val Asp Ile Pro

55

&0

BAsn Val Gly Tyr Lys Lys Met Val Leu

70

Thr Met
85

Asn Lys

Ala Pro

Glu Ala

Tyr Trp
150

Cys Ile
185

Glu Glu

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala

Asn

Val

Val

135

Pro

ARla

Asp

Glu
Cys
Cys
120

Arg

Glu

Met

Leu

75

Bla Asp Leu

Fro

Asn

Val Lys Gln Gln Ala Ser Ser

His

103

Leu

Asp

Met

Thr

Asn
185

S0

Ala

Lep

Ser

Leu

Pro

170

Jer

Gly Thr

Arg Pro

Cys Glu
140

Lys Cys
155

Gln Ala

Ala Val

Gln

Ile

125

Pro

Asp

Tyr

Asp

<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400> 6

Wal

110

Tyr

Val

Lys

Val

His
150

85

Fhe

Pro

Mat

Phe

Glu

175

His

Leu
a0

Irp

Leu

Cys

Gln

Pro

160

Gln

His

Met Gly Ile Gly Arg Thr Glu Gly Gly Arg Arg Gly Ala Ala Leu Gl

1

5

10

33

15



10

Val

Tyr

Arg
65

Leu

Val

Cys

Fhe
145

=1lu

Ser

Lys

Val
225

His

<210>
<211>

<212>

Leu

Asp

Fhe

30

Leu

Glu

Pro

Ser

Trp

130

Phe

Gly

Lys

Ser

Met

210

Glu

His

7

267
PRT

Leu

Tyr

35

Tyx

Cys

His

Leu

Leu

115

Leu

Gly

Asp

Pro

Glu

135

Lys

Gln

His

Ala

20

WVal

Thx

His

Glu

Leu

100

Fhe

Cys

Fha

Val

Gln

180

Ala

Ile

Lys

His

Leu

Ser

Lys

Asn

Thr

85

Asn

Ala

Glu

Tyr

Cys

165

Gly

Ile

Lys

His
245

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly
Phe
Fro
Val

70
Met
Lys
Fro
Rla
Trp
150
Ile
Thr
Il=
Glu
Ile

230

His

Gly
Gln
Pro

55
Gly
Ala
Asn
Val
Val

135

Pro

Thr
zlu
Val

215

Ser

ES 2 385 666 T3

Ala

Ser

40

Gln

Tyr

Glu

Cys

Ser

25

Asp

Cys

Lys

Val

His

© 105

Cys
120
Arg
Glu
Met
Val
His
200

Lys

Glu

Leau

Asp

Met

Thr

Cys

145

Leu

Lys

Glu

Gly

Ile

Val

Lys

Lys

20

Ala

Asp

Ser

Leu

Pro

170

Pro

Cys

Glu

Asp

Arg

Gly

Asp

Met

Ho

Gln

Gly

Arg

Cys

Lys

153

Fro

Fro

Bla

Asn

Leu
235

Gly

Pro

Ile

60

val

Gln

Thr

Pro

Glu

140

Cys

Asn

Cys

Ser

Gly

220

Asn

Leu

Tyr

45

Pro

Leu

Ala

Eln

Ile

125

Fro

Lsp

Rla

Asp

Glu

205

Asp

Ser

<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400>

7

34

Gly

30

Gln

Ala

Pro

Ser

Val

110

Tyr

Val

Lys

Thr

Asn’

130

FPhe

Gln

Ala

Ser

Ser

Asp

Asn

Ser

95

FPhe

Pro

Met

Phe

Glu

175

Glu

Ala

Ala

Val

Glu

Gly

Leu

Leu

BO

Trp

Leu

Cys

Gln

Pro

160

Ala

Leu

Leu

Tyr

Asp
240



Met Gly Ile Gly Arg Thr Glu Gly Gly Arg Arg

1

Val Leu Leu Rla Leu Gly Gly Ala Ser Gly Arg

Tyr

Arg
B3

Leu

Val

Cys

Fhe
145

Glu
Ser

Lys

Val
225

Asp

Asn

<210>
<211>

<212>

Asp

Fhe

50

Leu

Glu

Bro

Ser

Trp

130

Fhe

Gly

Ser

Met
210

Pro

Leu

Ser

8
229
PRT

Tyxr

35

Tyr

Cys

His

Leu

Leu

115

Leu

Gly

Asp

Pro

Glu

195

Lys

Lys

Gln

20

5

Val Ser PFhe

Thr

His

Glua

Leun

100

Fha

Cys

Fhe

Val

Gln

180

Ala

Ile

Lys

Ala

Val
280

Lys
Asn

Thr
85

Asn
Ala
Glu
Tyr
Cys
165
Gly
Il=
Lys
Lys
Tyr

245

hsp

<213> Secuencia artificial

<220>

Bro
Val

70
Met
Lys

Pro

Ala

Trp
150
Ile
Thr
Ile
Glu
Lys
230

Val

His

Gln
Pro

55
Gly
Ala
Asn
Val
Val
135
Fro

Ala

Thr
Glu
Val
215
Pro

Glu

His

ES 2 385 666 T3

Sar

40

Gln

Tyr

Glu

Cys

Cys

120

Arg

Glu

Meat

Val

His

200

Lys

Leu

Gln

His

10

25

Asp Ile

Cys Val

Lys Lys

Val Lys=
a0

His Ala
105

Lieu Asp
hsp Ser
Mzt Leu
Thr Pro

170

Cys Pro
185

Leu Cys
Lys Glu
Lys Leu
Lys Leu

250

His His
265

35

Gly

Asp

Met

15

Gln

Gly

Arg

Cys

Lys

155

Pro

Pro
Ala
Aen
Gly
235

Ile

His

Gly Rla Ala

Gly Leu Gly

Fro

Ile

60

Val

Gln

Thr

Pro

Glu
140

Cys

Asn

Cys

Ser

Gly

220

Pro

Ser

Tyr

45

Pro

Leu

Ala

Gln

Ile

30

Gln

Ala

Pro

Ser

Val

110

Tyr

125

Pro

Asp

Ala

Asp

Glu
205
Lsp

Ile

Glu

Val

Lys

Thr

Asn
150
Fhe
Lys

Lys

Glu

Leu
15

Ser

Ser
Asp
Asn
Ser

95
Phe
Pro
Met
FPhe
Glu
175
Glu
Ala
Ly=
Lys

Asp
255

Gly

Glu

Gly

Leu

Leu

80

Trp

Leu

Cys

Gln

Pro

160

Ala

Leun

Leuy

Ila

Lys

240

Len



10

ES 2 385 666 T3

<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400> 8

Mat Gly

1

Val

Tyr

Arg

Thr

65

Asn

Fhe

Lys

Lys

Rsp

145

Met

Trp

Asn

Glu Gln Lys Leu Ile Ser
210

Leu

Asp

Phe

50

Glu

Glu

Ala

Lys

Lys

130

Cys

Gly

Asp

Ile

Leu

Tyr

35
Tyx
Ala
Leun
Leu
Ile
115
Lys
Fro

Arg

Lys

Gly

Ala
20

WVal

Thr

Ser

Lys

Arg

100

Val

Asp

Cys

Lys

Lys
1g0

His Glu Cys

185

Arg Thr Glu Gly Gly Arg Arg Gly Ala Ala Leu Gly

5

10

15

Leu Gly Gly Ala Ser Gly Arg Gly Leu Gly Ser Glu

Ser Phe

Lys Pro

Lys Pro
70

Ser Glu
85

Met Lys

Pro Lys

Leu Lys

His Gln

150

Val Lys
165

Asn Lys

Pro Thr

His His His His His

225

<210>
<211>
<212>

9
7
PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln

Pro

55

Gln

Ala

Ila

Lys

Lys

135

Leu

Ser

Glu

FPhe

Ser

40

Gln

Gly

Ile

Lys

Lys

120

Leu

Asp

Gln

Fhe

Gln
200

25

Asp

Tle

Thr

Ile

Glu

105

Lys

Val

Asn

Tyr

Lys

185

Ser

Glu Glu Asp

215

Ile Gly Pro Tyr
45

Ala Met Thr Pro
1]

Thr Val Cys Fro
75

Glu His Leu Cys
S0

Val Lys Lys Glu
Pro Leu Lys Leu
125

Leu Tyr Leu Lys
140

Leu Ser His His

155

Leu Leu Thr Ala
170

Asn Phe Met Lys

Val Phe Lys Gln
205

Leu Asn Ser Ala
220

36

30

Gln

Pro

FPro

Asn

110

Gly

Asn

Fhe

Ile

Lys
190

Ala

Val

Ser

Asn

Ser

g5
Gly
Fro
Gly
Leu
His
175

Meat

Asp

Gly

Ala -

Asp

BO

Glu

Asp

Ile

Ala

Ile

160

Lys

Lys

Val

His -
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15

20

25

30

ES 2 385 666 T3

<223> Secuencia de Sonda del Cebador

<220>

<221> Misc_feature
<222> (1)..(1)

<223> Xaa =Val o Leu

<220>

<221> Misc_feature
<222> (7)..(7)

<223> Xaa =Val o Leu

<400> 9

¥aa Val Asp Gly Arg Trp Xaa
1 5

<400> 10
<211> 12
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

Val Val &sp Gly Arg Phe Val Leu Lys Ile Thr Asp
i} 5 10

<210>11
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descrizione della Secuencia artificial : Oncil / Prob dizilimi

<400> 11

Val Val RAsp Gly Arg Trp Val Gln Gly Leu Glu Asp
1 5 10

<210> 12

<211>12

37



10

15

20

<212>

PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 385 666 T3

<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400>

Asn Gln Gly Arg Asp Val Pro Glu Arg Trp Ser Lys

1

<210>
<211>

<212>

12

13
141
PRT

<213> Homo sapiens

<400>

Cys
1

Gly

Ile

Lys=s

Lys

Lau

Asp

Gln

Fhe

<210>
<211>

<212>

13
Ile Ala

Thr Thr

Ile Glu

35
Glu Val
50
Lys Pro
Val Leu
Azsn Leu
Tyr Leu

115

Lys Asn
130

14

12

PRT

Mat

Val
20

His

Lys

Leu
Tyr
Ser
100

Lau

Pha

5

10

Thr Pro Pro Asn Ala Thr Glu Ala

5

10

Cys Pro Pro Cys Asp Asn Glu Leu

25

Leu Cys Ala Ser Glu Phe Ala Leu

40

Lys Glu Asn Gly Asp Lys Lys Ile

Lys
Leu

a5
His

Thr

Met

<213> Secuencia artificial

Leu

70
Lys
His

Ala

Lys

55

Gly Pro
Asn Gly
Phe Leu
Ile His

120

Lys Met
135

Ile
Ala
Ile
105

Lys

Lys

&0

Lys Lys Lys

75

Asp Cys Pro

S0

Met Gly Arg

Trp Asp Lys

Asn His Glu

38

140

Ser

Lys

Arg

45

Val

Asp

Cys

Lys

Lys

125

Cys

Lys

Ser
30
Meat

Pro

Leu

His

Val

110

Asn

Fro
15

Glu

Lys

Lys

Lys

Gln
45

Lys

Lys

Gln

Ala

Ile

Lys

Lys

Leu

Ser

Glu
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<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400> 14

Gln Gly Thr Leu Val Asp Gly Arg Trp Leu Gln Leu
1 5 10

<210> 15
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400> 15

Ala Gly Thr Leun Val Asp Gly Arg Trp Leu Gln Leu
1 5 10

<210> 16
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400> 16

Gln Bla Thr Leu Val Asp Gly Arg Trp Leu Gln Leu
] 5 10

<210> 17
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400> 17

39
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Gln Gly Ala Leu Val Asp Gly Arg Trp Leu Gln Leu
1 5 10

<210> 18
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400> 18

Gln Gly Thr Ala Val Asp Gly Arg Trp Leu Gln Leu
1 5 10

<210> 19
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400> 19

Gln Gly Thr Leu Ala Asp Gly Arg Trp Leu Gln Leu
1 5 10

<210> 20
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400> 20

Gln Gly Thr Leu Val Ala Gly Arg Trp Leu Gln Leu
1 5 10

<210> 21

<211>12

40
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400> 21

Gln Gly Thr Leu Val Asp Ala Arg Trp Lea Gln Lesu
1 3] 10

<210> 22
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400> 22

Gln Gly Thr Leu Val Asp Gly Ala Trp Leu Gln Leu
1 3 10

<210> 23
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400> 23

Gln Gly Thr Leu Val Asp Gly Arg Ala Leu Gln Leu
1 5 10

<210> 24
<211> 12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

41
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<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400> 24

Gln Gly Thr Leu Val Asp Gly Arg Trp Ala Gln Leu
3 5 10

<210> 25
<211> 12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400> 25

Gln Gly Thr Leu Wal Asp Gly Arg Trp Leu Ala Leu
1 5 10

<210> 26
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400> 26

Gln Gly Thr Leu Val Asp Gly Arg Trp Leu Gln Ala
1 5 10

<210> 27
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400> 27

42
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Leu Val Asp Gly Arg Trp Leu Tyr Asn Pro His His
1 L 10

<210> 28
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400> 28

Met Val Asp Gly Ser Trp Leu Asp Leu
1 5

<210> 29
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400> 29

Thr Leu Cys Pro Val Asp Gly Arg Trp
1 ]

<210> 30
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400> 30

agceottggoa gtcaacgacg 20

<210> 31
<211>21

<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400> 31

gttgtggett ttgecattgea c
<210> 32
<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de Sonda del Cebador

<220>
<221> Misc_feature
<222> (13)..(13)

<223> n = cualquier residuo

<400> 32
tEtttttttt ttna
<210> 33
<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Yapay Dizilim Tarifi: Oncul/Prob dizilimi

<400> 33
atgaggtcca ccaccctgkt

<210> 34

<211> 20

44
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400> 34

catggagaag gctggggcte 20

<210> 35
<211>19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador
<400> 35
tgttgaaaac tagtagctg 19
<210> 36
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400> 36

gctgtgggea aggtecatecce 20
<210> 37
<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador
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<400> 37

cttgattgoe . 10

<210> 38
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400> 38

ttaaaattgc tgectgectg ag 22
<210> 39
<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400> 39

tcegaactac agggacaaca gg . 22

<210> 40
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de Sonda del Cebador

<400> 40

Trp Glu Cys Ala Met Tyr Asp Gly Arg Cys Leu Thr
d 5 10
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido compuesto por (i) una secuencia de aminoacidos como la recogida en la SEC. ID. N°: 3, (ii) una
secuencia de aminoacidos como la recogida en la SEC. ID. N°: 5, la SEC. ID. N°: 6 o la SEC. ID. N°: 7, o (iii) una
variante de (i) o (ii) que tiene al menos un 80% de identidad de la secuencia con una de esas secuencias, donde el
polipéptido tiene la capacidad de unirse a RANKL y donde el polipéptido inhibe la diferenciacion de las células
progenitoras de los osteoclastos, para su uso en el tratamiento de un sujeto con una afeccién de los huesos
caracterizada por la reabsorcion 6sea no deseada, como la artritis reumatoide, las metéstasis osteoliticas o el
mieloma mudltiple, mediante la administracion del polipéptido, donde el polipéptido no tiene la secuencia para la
SARP-2 humana, con alanina en la posicién 174, Uniprot ID n° Q8N474y.

2. El polipéptido de la reivindicacion 1 donde el polipéptido se selecciona del grupo compuesto por la SEC. ID. N°: 5,
la SEC. ID. N° 6 y la SEC. ID. N°: 7, para su uso en el tratamiento de un sujeto con una afeccién de huesos
caracterizada por la reabsorcion 6sea no deseada, como la artritis reumatoide, las metastasis osteoliticas o el
mieloma multiple, mediante la administracion del polipéptido.

3. Un método para inhibir la formacion de osteoclastos in vivo, poniendo en contacto las células progenitoras de los
osteoclastos con un polipéptido compuesto por (i) una secuencia de aminoacidos como la recogida en la SEC. ID.
Ne°: 3, (ii) una secuencia de aminoacidos como la recogida en la SEC. ID. N°: 5, la SEC. ID. N°: 6 o la SEC. ID. Ne: 7,
o (i) una variante de (i) o (ii) que tiene al menos un 80% de identidad de la secuencia con una de esas secuencias,
donde el polipéptido tiene la capacidad de unirse a RANKL, donde el polipéptido no tiene la secuencia para la
SARP-2 humana, con la alanina en la posicion 174, Uniprot ID n°® Q8N474.
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FG. 17 RANKL/ODF/OPGL/TRANCE

la secuencia de aminoacidos de
RANKL incluye la secuencia de
SFRP-I\." aminoacidos del motivo peptidico
(SEQ ID NO:9)
RANK

Osteoclasto
Progenitor

sFRP

normalmente la presencia
de sFRP sirve para inhibir
la formacion de osteoclastos

sFRP + motivo péptido

motivo péptido (SEC. ID. N°: 9)
se une a sFRP y provoca
un aumento de la formacién
de osteoclastos

s ;
/| . Osteoclasto Osteoclasto
(en/ condiciones de abundangcia (en condiciones de no abundancia

puede da de osteoclastos puede dar

lugar a una disminucion de

/ la masa o6sea)
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