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DESCRIPCION
Secuencias polinucleotidicas y polipeptidicas implicadas en el proceso de remodelacion ésea.
Campo de la invencion

La invencion se refiere, en parte, a polinucleétidos genéticos Unicos y recién identificados que intervienen en el
proceso de la remodelacion 6sea; variantes y derivados de los polinucleétidos y los correspondientes polipéptidos;
usos de los polinucleétidos, polipéptidos, variantes y derivados; procedimientos y composiciones para la mejora de
los sintomas ocasionados por trastornos de remodelacion dsea, que incluyen pero sin limitarse a ellos, osteoporosis,
osteopenia, osteomalacia, hiperparatiroidismo, hipotiroidismo, hipertiroidismo, hipogonadismo, tirotoxicosis,
mastocitosis sistémica, hipofosfatasia adulta, hipercorticalismo, osteogénesis imperfecta, enfermedad de Paget,
enfermedad/sindrome de Cushing, sindrome de Turner, enfermedad de Gaucher, sindrome de Ehlers-Danlos,
sindrome de Marfan, sindrome de Menkes, sindrome de Fanconi, mieloma mdltiple, hipercalciemia, hipocalciemia,
artritis, periodontitis, raquitismo (que incluye el raquitismo hipofosfatémico ligado al cromosoma X, y el dependiente
de vitamina D de tipos | y II), fibrogénesis imperfecta 6sea, trastornos osteoescleroticos tal como picnodisostosis y
dafio ocasionado por procesos inflamatorios mediados por macréfagos.

En particular, esta invencion se refiere a perfiles de expresion de polinucleétidos en osteoclastos activos, el
aislamiento y la identificacion de polinucledtidos, polipéptidos, variantes y derivados implicados en la actividad de los
osteoclastos, validacion de los polinucleétidos identificados para ver si son posiblemente dianas terapéuticas, y uso
de los polinucledtidos, polipéptidos, variantes y derivados para la mejora de estados patoldgicos y propositos de
investigacion, asi como para el diagnostico de estados patolégicos o para la predisposicién a padecerlos.

Antecedentes de lainvencién

El hueso es un tejido conjuntivo dindmico comprendido por poblaciones de células que realizan funciones diferentes
necesarias para mantener la integridad estructural, mecénica y bioquimica del hueso y la homeostasis mineral del
cuerpo humano. Los principales tipos de células implicados incluyen los osteoblastos responsables de la formacion
de hueso y el mantenimiento de la masa ésea, y los osteoclastos responsables de la osteoclasia (resorcion sea).
Los osteoblastos y los osteoclastos intervienen en un proceso dinamico denominado remodelacion 6sea. El
desarrollo y la proliferacion de estas células a partir de sus progenitores estan gobernados por redes de factores de
crecimiento y citocinas producidos en el microentorno del hueso, asi como por hormonas sistémicas. La
remodelacion 6sea se produce a lo largo de la vida del individuo y es necesaria para el mantenimiento del tejido
0seo sano y la homeostasis mineral. El proceso permanece en buena parte en equilibrio y estd gobernado por una
interaccion compleja de hormonas sistémicas, péptidos y proteinas posteriores de las vias de sefializacion, factores
de transcripcion locales, citocinas, factores de crecimiento y genes de remodelacion de la matriz.

Cualquier interferencia o desequilibrio que surja en el proceso de remodelacion 6sea puede generar una osteopatia,
de manera que los trastornos 6seos mas frecuentes se caracterizan por una disminucion neta en la masa 6sea. Una
causa importante de esta reduccidon de la masa 6sea es un incremento del nimero de osteoclastos y/o de su
actividad. La mas frecuente de estas enfermedades, y quizas la mejor conocida, es la osteoporosis que se produce
en particular en las mujeres tras el comienzo de la menopausia. De hecho, la osteoporosis es la causa subyacente
mas significativa de las fracturas 0seas de las mujeres de mediana edad y ancianas. Mientras que se ha insistido
mucho en que la falta de estrogenos es un factor de la osteoporosis tras la menopausia, hay muchas pruebas de que
la remodelacion es un proceso controlado de forma local que tiene lugar en tramos discretos por todo el esqueleto,
como describid por primera vez Frost hace unos cuarenta afios (Frost H. M. 1964).

Dado que la remodelacién Osea tiene lugar en tramos discretos, para el inicio de la osteoclasia y el proceso de
remodelacion normal pueden ser mas importantes que las hormonas sistémicas las hormonas y las enzimas
producidas de forma local. Tal control local estd mediado por los osteoblastos y los osteoclastos del microentorno en
el que operan. Por ejemplo, los osteoclastos se adhieren a la matriz 6sea y forman compartimentos independientes
entre ellos mismos y la superficie 6sea, delimitados por una zona de cierre hermético formada por un anillo de actina
que rodea el borde rugoso o en cepillo. Muchas vesiculas pequefas transportan las enzimas hacia la matriz ésea y
captan la matriz 6sea parcialmente digerida. EI microentorno dentro de la zona del cierre hermético es rica en
enzimas lisosdmicas y muy &cida en comparacion con el pH fisiol6gico normal del cuerpo. La membrana del borde
en cepillo también expresa RANK, el receptor de RANKL, y el receptor del factor estimulador de colonias de
macréfagos (M-CSF), y ambos son responsables de la diferenciacién de los osteoclastos, al igual que el receptor de
la calcitonina es capaz de inactivar rapidamente al osteoclasto (Baron, R. 2003).

En una estructura compleja de inhibicién y estimulacion que todavia no se conoce totalmente, la hormona del
crecimiento, el factor 1 de crecimiento insulinoide, los corticoesteroides sexuales, la hormona tiroidea, las hormonas
calciétrofas, tales como la PTH y la prostaglandina E2, distintas citocinas, tal como la interleucina-1 B, interleucina 6
y el factor a de la necrosis tumoral, y la 1,25-dihidroxivitamina D (calcitriol) actian coordinadamente en el proceso de
remodelacion 6sea (Jilka et al., 1992; Poli et al., 1994; Srivastava et al. 1998; de Vemejoul 1996).

Asi pues, es razonable que los entornos locales Unicos creados por estas células especializadas se deban a la
expresion de, o bien secuencias genéticas Unicas que no se expresan en otros tejidos, y/o bien variantes de ayuste
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de polinucledtidos y polipéptidos expresados en otros tejidos. El aislamiento y la identificacion de los polinucleétidos,
polipéptidos y sus variantes y derivados especificos de la actividad de los osteoclastos permitiran un conocimiento
mas claro del proceso de remodelacion y ofrecera dianas terapéuticas especificas del tejido para el tratamiento de
estados patolégicos relacionados con la remodelacion ésea.

Muchas enfermedades ligadas a la remodelacion ésea se conocen mal, son por lo general intratables o se pueden
tratar tan sélo hasta cierto punto. Por ejemplo, la artrosis es dificil de tratar porque no hay cura y el tratamiento se
centra en aliviar el dolor e impedir la deformacién de la articulacion afectada. Los farmacos antiinflamatorios no
esteroideos (AINE) se utilizan de forma general para aliviar el dolor.

Otro ejemplo es la osteoporosis, en la que los Unicos farmacos que en la actualidad la FDA ha autorizado para el uso
en los Estados Unidos son los farmacos inhibidores la osteoclasia que impiden la pérdida de hueso. El tratamiento
sustitutivo con estrégenos es un ejemplo de farmaco inhibidor de la osteoclasia. Otros incluyen &acido alendrénico
(Fosamax, un inhibidor de la osteoclasia de tipo bisfosfonato), acido risedrénico (Actonel, un inhibidor de la
osteoclasia de tipo bisfosfonato), raloxifeno (Evista, un modulador selectivo del receptor de estrégenos [SERM, por
su nombre en inglés]), calcitonina (Calxynar, una hormona) y la paratirina/teriparatida (Forteo, una version sintética
de la hormona humana, paratirina, que ayuda a regular el metabolismo del calcio).

Los bisfosfonatos tales como el acido alendroénico y el acido risedrénico se fijan permanentemente a la superficie del
hueso e interfieren con la actividad de los osteoclastos. Esto permite que los osteoblastos funcionen mas rapidos
gue la velocidad de resorcion. Los efectos secundarios mas frecuentes son nauseas, dolor abdominal y trastorno de
los movimientos peristalticos. Sin embargo, se ha descrito que el &cido alendrénico también provoca irritacion e
inflamacién del es6fago y, en algunos casos, Ulceras esofagicas. El 4cido risedronico es diferente del alendrénico
desde el punto de vista quimico y también tiene menos probabilidad de provocar la irritacion esoféagica. Sin embargo,
algunos alimentos, el calcio,los suplementos de hierro, las vitaminas y los minerales, o los antiacidos que contienen
calcio, magnesio o aluminio, pueden reducir la absorcién del &cido risedrénico, lo que da lugar a una pérdida de la
eficacia.

El efecto secundario mas frecuente del raloxifeno y otros SERM (tal como el tamoxifeno) son los sofocos. Sin
embargo, el raloxifeno y otros tratamientos sustitutivos con hormonas se ha visto que incrementan el riesgo de
coagulos de sangre, entre ellos trombosis de vena profunda y embolia pulmonar, enfermedad cardiovascular y
cancer.

La calcitonina no es tan eficaz como los estrégenos y los otros farmacos que inhiben la osteoclasia a la hora de
incrementar la densidad ésea ni de fortalecer el hueso. Los efectos secundarios habituales de la calcitonina
inyectada o de pulverizacidon nasal son las nauseas y la irritacion cutdnea. Los pacientes pueden sufrir irritaciones
nasales, rinorrea o epistaxis. La calcitonina inyectable puede provocar enrojecimiento de la piel en el sitio de la
inyeccion, exantema e irritacion cutanea.

Una situacion que demuestra la conexion entre varios trastornos o estados patolégicos que afectan la remodelacion
Osea es la del uso del acido etidronico (Didronel) autorizado por primera vez por la FDA para tratar la enfermedad de
Paget. La enfermedad de Paget es una osteopatia caracterizada por una remodelacién desordenada y acelerada del
hueso, que conduce a debilidad 6sea y dolor. El Didronel se ha utilizado para indicaciones no autorizadas y en
algunos estudios se demostré6 que incrementa la densidad 0sea de las mujeres que sufren osteoporosis tras la
menopausia. También se ha encontrado que es eficaz para la prevencién de la osteopenia en los pacientes que
requieren farmacos esteroideos a largo plazo (tal como prednisona o cortisona). Sin embargo, el uso continuo o en
dosis elevadas del Didronel puede ocasionar otra osteopatia llamada osteomalacia. Al igual que la osteoporosis, la
osteomalacia puede conducir a la debilitacion de los huesos con un incremento del riesgo de fracturas. Debido al
problema de la osteomalacia y a que todavia no hay suficientes estudios sobre la reduccion en la tasa de fracturas
Oseas, la FDA de los Estados Unidos no ha autorizado el Didronel para el tratamiento de la osteoporosis.

El tratamiento de la osteoporosis se ha centrado en gran medida en los farmacos inhibidores de la osteoclasia que
reducen la tasa de osteopenia, pero los nuevos tratamientos son prometedores al incrementar la densidad mineral
O6sea en vez de simplemente mantenerla o enlentecer su pérdida. Las primeras estrategias de la osteoporosis
consisten en buena parte en farmacos candidatos de nuevas clases terapéuticas, en particular, inhibidores de la
catepsina K, osteoprotegerina y calciliticos, asi como nuevos bisfosfonatos. Algunos de ellos son ejemplos en donde
los programas de gendmica que explotan nuevos farmacos se estan desarrollando basandose en un conocimiento
mas profundo de la biologia del hueso y tienen el potencial de cambiar las esperanzas de tratamiento de los
trastornos 6seos a largo plazo.

Por consiguiente, existe la necesidad de conocer mejor el proceso de remodelacion ésea y proporcionar nuevas
composiciones que son Utiles para el diagnéstico, prondstico, tratamiento, prevencion y evaluacién de tratamientos
para la remodelacién 6sea y los trastornos asociados. Se ha desarrollado un procedimiento para analizar los
patrones de expresion de polinucledtidos y se ha aplicado para identificar polinucleétidos, polipéptidos, variantes y
derivados implicados especificamente en la remodelacion 6sea.

La presente invencion busca satisfacer éstas y otras necesidades.
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Compendio de lainvencién

La presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que se utiliza en la modulacién de la diferenciacion
de los osteoclastos in vivo, en la prevencion de osteopatias o en el tratamiento de osteopatias, que comprende un
polipéptido aislado que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en:

a) SEQ ID n.° 48,
b) un polipéptido codificado por la SEQ ID n.° 1,

c) un fragmento de uno cualquiera de a) o b) que es capaz de favorecer o inhibir la diferenciacion de los
osteoclastos, y

d) un anéalogo de uno cualquiera de a) o b) que es capaz de favorecer o inhibir la diferenciacién de los osteoclastos,
en donde dicho anélogo tiene una similitud de secuencia de al menos el 90 % con el polipéptido de a) o b),

y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que se utiliza en la modulacion de la
diferenciacion de los osteoclastos in vivo, en la prevencién de osteopatias o en el tratamiento de osteopatias, en
donde la composicion farmacéutica comprende un polinucleétido aislado seleccionado del grupo que consiste en:

a) un polinucleétido que comprende la SEQ ID n.° 1,
b) un polinucleétido que comprende el marco abierto de lectura de los nucleétidos 150 a 1136 de la SEQ ID n.° 1,

¢) un polinucleétido que comprende una secuencia idéntica a a) al menos al 80 % a lo largo de toda la longitud del
polinucleétido,

d) un polinucledtido que comprende una secuencia idéntica a b) al menos al 80 % a lo largo de toda la longitud del
polinucledtido,

e) un polinucleétido que comprende una secuencia complementaria a a) al menos al 80 % a lo largo de toda la
longitud del polinucledétido, y

f) un polinucleétido que comprende una secuencia complementaria a b) al menos al 90 % a lo largo de toda la
longitud del polinucledtido,

y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion también se refiere a un polinucledtido aislado seleccionado del grupo que consiste en:

a) un polinucledtido que comprende la SEQ ID n.° 1,

b) un polinucleétido que comprende el marco abierto de lectura de los nucleétidos 150 a 1136 de la SEQ ID n.° 1,

¢) un polinucleétido que comprende una secuencia idéntica a a) al menos al 80 % a lo largo de toda la longitud del
polinucledtido,

d) un polinucleétido que comprende una secuencia idéntica a b) al menos al 90 % a lo largo de toda la longitud del
polinucledtido,

e) un polinucledtido que comprende un secuencia complementaria a a) al menos al 80 % a lo largo de toda la
longitud del polinucledtido, y

f) un polinucleétido que comprende una secuencia complementaria a b) al menos al 90 % a lo largo de toda la
longitud del polinucledtido,

para el uso en la modulacion de la diferenciacion de los osteoclastos in vivo, en la prevencién de osteopatias o en el
tratamiento de osteopatias.

La presente invencién también se refiere a un polipéptido aislado que comprende una secuencia seleccionada del
grupo que consiste en:

a) SEQ ID n.° 48,
b) un polipéptido codificado por la SEQ ID n.° 1,

c) un fragmento de uno cualquiera de a) o b) que es capaz de favorecer o inhibir la diferenciacion de los
osteoclastos, y



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2397441 T3

d) un anéalogo de uno cualquiera de a) o b) que es capaz de favorecer o inhibir la diferenciacion de los osteoclastos,
en donde dicho anélogo tiene una similitud de secuencia de al menos el 90 % con el polipéptido de a) o de b),

para el uso en la modulacién de la diferenciacién de los osteoclastos in vivo, en la prevencion de osteopatias o en el
tratamiento de osteopatias.

La presente invencion también se refiere a un compuesto capaz de interferir con la actividad o la expresion de un
polipéptido seleccionado entre SEQ ID n.° 48 o un polipéptido codificado por la SEQ ID n.° 1 para el uso en la
modulacion de la diferenciacion de los osteoclastos in vivo, en la prevencion de osteopatias o en el tratamiento de
osteopatias, en donde dicho compuesto se selecciona del grupo que consiste en anticuerpos o fragmentos fijadores
de antigeno de los mismos que se fijan especificamente a un polipéptido seleccionado entre SEQ ID n.° 48 o0 un
fragmento de la misma, y siRNA o shRNA que inhiben especificamente la actividad o expresién de un polipéptido
codificado por la SEQ ID n.° 1. En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal, anticuerpo
policlonal, anticuerpo quimérico o un anticuerpo humanizado o fragmento fijador de antigeno del mismo. En algunas
realizaciones, el fragmento fijador de antigeno es un fragmento Fab, un fragmento F(ab'); o un fragmento F,.

La invencion también se refiere al uso de un polinucleétido aislado, polipéptido aislado o compuesto como se define
mas arriba en la fabricacion de un medicamento para la modulacién de la diferenciacion de los osteoclastos in vivo,
para la prevencion de osteopatias o para el tratamiento de osteopatias.

La invencion también se refiere al uso de al menos un polinucleétido seleccionado del grupo que consiste en:
a) un polinucledtido que comprende la SEQ ID n.° 1;
b) un polinucleétido que comprende el marco abierto de lectura de los nucle6tidos 150 a 1136 de la SEQ ID n.° 1;

¢) un polinucleétido que comprende una secuencia idéntica a a) al menos al 80 % a lo largo de toda la longitud del
polinucleétido;

d) un polinucleétido que comprende una secuencia idéntica a b) al menos al 90 % a lo largo de toda la longitud del
polinucledtido,

e) un polinucledtido que comprende un secuencia complementaria a a) al menos al 80 % a lo largo de toda la
longitud del polinucledtido, y

f) un polinucleétido que comprende una secuencia complementaria a b) al menos al 90 % a lo largo de toda la
longitud del polinucledtido,

en el diagndstico in vitro de una osteopatia.

La presente invencion también se refiere a un procedimiento para identificar un compuesto inhibidor capaz de alterar la
expresion o la actividad de un polipéptido de SEQ ID n.° 48, o un polipéptido codificado por la SEQ ID n.° 1, en donde el
procedimiento comprende poner en contacto dicho polipéptido o una célula que expresa dicho polipéptido con un
compuesto candidato y medir la expresion o la actividad de dicho polipéptido, por medio de lo cual un compuesto
inhibidor adecuado se identifica positivamente por una reduccién de la capacidad del polipéptido para favorecer la
diferenciacion de los osteoclastos. Tal procedimiento puede comprender adicionalmente una etapa de induccion de la
diferenciacion de los osteoclastos cuando se pone en contacto dicho polipéptido o célula con un compuesto candidato.

En algunas realizaciones de la presente invencion, la osteopatia se selecciona del grupo que consiste en
osteoporosis, osteopenia, osteomalacia, hiperparatiroidismo, hipertiroidismo, hipogonadismo, tirotoxicosis,
mastocitosis sistémica, hipofosfatasia adulta, hipercorticalismo, osteogénesis imperfecta, enfermedad de Paget,
enfermedad/sindrome de Cushing, sindrome de Turner, enfermedad de Gaucher, sindrome de Ehlers-Danlos,
sindrome de Marfan, sindrome de Menkes, sindrome de Fanconi, mieloma mdltiple, hipercalciemia, hipocalciemia,
artritis, periodontitis, raquitismo, fibrogénesis imperfecta 6sea, trastornos osteoescleréticos y dafio ocasionado por
procesos inflamatorios mediados por macréfagos.

En la presente memoria se dan a conocer polinucleétidos que comprenden secuencias implicadas en el proceso de
la remodelacién dsea, el marco abierto de lectura de tales secuencias, secuencias sustancialmente idénticas (p. €j,
variantes [p. ej., variante alélica], ortlogos no humanos), secuencias sustancialmente complementarias y
fragmentos de una cualquiera de las mismas citadas anteriormente.

La presente invencién se refiere a un polipéptido que comprende secuencias que intervienen en el proceso de
remodelacidon Osea, entre ellas, analogos biol6gicamente activos y fragmentos biolégicamente activos de las
mismas. La presente invencion también se refiere a composiciones que son utiles para el diagnéstico, pronéstico,
tratamiento, prevencion y/o evaluacion de tratamientos para la remodelacion 6sea y los trastornos asociados.

También se describe en la presente memoria un procedimiento para analizar los patrones de expresion de
polinucledtidos, y se aplica en la identificacion de polinucledtidos, polipéptidos, variantes y derivados que intervienen
especificamente en la remodelacion ésea.
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La presente descripcion se refiere a los perfiles de expresion de polinucleétidos de los osteoclastos, el aislamiento y
la identificacion de polinucleétidos, sus polipéptidos correspondientes, variantes y derivados que intervienen en la
actividad de los osteoclastos, la validacion de estos elementos identificados por su potencial como dianas
terapéuticas y el uso de dichos polinucleétidos, polipéptidos, variantes y derivados para la mejora de los estados
patolégicos.

Se dan a conocer en la presente memoria polinucledtidos y/o polipéptidos relacionados que se han aislado e
identificado. Mas especificamente, se dan a conocer en la presente memoria (aislados o sustancialmente
purificados) polinucleétidos que comprenden o consisten en uno cualquiera de SEQ ID n°1 a 33, SEQID n°850
SEQ ID n.° 86, su secuencia codificante (marco abierto de lectura), secuencia sustancialmente idéntica (p, €j,
variantes, ortélogos [p. ej.,, SEQ ID n.° 35]), secuencias sustancialmente complementarias y polipéptidos
relacionados que comprenden una cualquiera de SEQ ID n.° 48-80 y polipéptidos codificados por la SEQ ID n.° 85 o
la SEQ ID n.° 86 que se ha demostrado que estan inducidos de una forma muy especifica en los osteoclastos.
También se describen en la presente memoria analogos polipeptidicos, variantes (p. €j., SEQ ID n.° 81) y fragmentos
de los mismos.

NSEQ se refiere de forma general a secuencias polinucleotidicas descritas en la presente memoria e incluye, por
ejemplo, SEQ ID n.° 1 a 33, SEQ ID n.° 85 o SEQ ID n.° 86, mientras que PSEQ se refiere de forma general a
secuencias polipeptidicas descritas en la presente memoria e incluye, por ejemplo, SEQ ID n.° 48 a 82 y polipéptidos
codificados por la SEQ ID n.° 85 o la SEQ ID n.° 86. Por supuesto, se entendera que NSEQ también abarca
secuencias polinucleotidicas que estan disefiadas o que proceden de SEQ ID n.° 1 a 33, SEQ ID n.° 85 0 SEQ ID n.°
86, por ejemplo, su secuencia codificante, secuencias complementarias, Ejemplos no limitantes de tales secuencias
se describen en la presente memoria (p, €j., SEQ ID n.° 42-45).

Tal y como se utiliza en la presente memoria, la terminologia «NSEQ» se refiere de forma general a las secuencias
polinucleotidicas que comprenden o consisten en una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a 33, 85 u 86 (p. €j., una forma
aislada) o comprenden o consisten en un fragmento de una cualquiera de SEQ ID n° 1 a 33, 85 u 86. La
terminologia «NSEQ» se refiere mas en concreto a una secuencia polinucleotidica que comprende o consiste en una
porcién transcrita de una cualquiera de las SEQ ID n.° 1 a 33, 85 u 86, que puede estar, por ejemplo, libre de porcion
o0 porciones sin traducir o intraducibles (a saber, una porcion codificante de una cualquiera de las SEQ ID n.° 1 a 33,
85 u 86). La terminologia «NSEQ» se refiere adicionalmente a una secuencia sustancialmente idéntica a una
cualquiera de las anteriores y mas en concreto sustancialmente idéntica a la secuencia polinucleotidica que
comprende o consiste en una porcién transcrita de una cualquiera de las SEQ ID n.° 1 a 33, 85 u 86, que puede
estar, por ejemplo, libre de porcion o porciones sin traducir o intraducibles. La terminologia «NSEQ» se refiere
adicionalmente a una region de la secuencia polinucleotidica de una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a 33, 85 u 86 que
codifica 0 que es capaz de codificar un polipéptido. La terminologia «NSEQ» también se refiere a una secuencia
polinucleotidica capaz de codificar uno cualquiera de los polipéptidos descritos en la presente memoria 0 un
fragmento de polipéptido de uno cualquiera de los anteriores. Finalmente, la terminologia «NSEQ» también
comprende una secuencia sustancialmente complementaria a una cualquiera de las anteriores.

La terminologia «<NSEQ inhibidora» por lo general se refiere a una secuencia sustancialmente complementaria a una
cualquiera de las SEQ ID n.° 1 a 33, 85 u 86, sustancialmente complementaria a un fragmento de una cualquiera de las
SEQ ID n.° 1 a 33, 85 u 86, sustancialmente complementaria a una secuencia sustancialmente idéntica a llas SEQ ID
n.° 1 a 33, 85 u 86 y, mas en concreto, sustancialmente complementaria a una porcion transcrita de una cualquiera de
las SEQ ID n.° 1 a 33, 85 u 86 (p, €j., que puede estar sin la porcion no traducida o intraducible) y que puede tener una
accion atenuadora o incluso inhibidora de la transcripcion de un mRNA o de la expresion de un polipéptido codificado
por la correspondiente SEQ ID n.° 1 a 33, 85 u 86. La «NSEQ inhibidora» idonea puede tener, por ejemplo y sin
limitacién, de unos 10 a unos 30 nucleétidos, de unos 10 a unos 25 nucledtidos, o de unos 15 a unos 20 nucledtidos.
Tal y como se utiliza en la presente memoria, la terminologia «nucledtido» significa desoxirribonucleétido o
ribonucleétido. El uso de analogos de nucleétidos también esta contemplado en la presente invencion.

Los polinucledtidos pueden tener una identidad de secuencia de al menos aproximadamente el 80 % a
aproximadamente el 100 % (p. ej., 80 %, 90 %, 95 %, etc.) con una secuencia polinucleotidica seleccionada del
grupo que consiste en los polinucleétidos que comprenden (a) uno cualquiera de SEQ IDn.°1 a 33 0 SEQ ID n.° 85
0 SEQ ID n.° 86; (b) un marco abierto de lectura de (a); (c) un complemento completo de (a) o (b); (d) un fragmento
de uno cualquiera de (a) a (c).

Tal y como se utiliza en la presente memoria, la terminologia «regién intraducible» puede incluir, por ejemplo, una
region promotora (o porcion de la misma), regiéon silenciadora, regién potenciadora, etc., de una secuencia
polinucleotidica.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «region intraducible» puede incluir, por ejemplo, una porcién iniciadora
de un secuencia polinucleotidica (cadena arriba de un codoén de iniciacion, p. ej., AUG), regiones intrénicas, codon
de parada y/o regién cadena abajo de un codén de parada (incluida la cola de poliA, etc.).

Los complementos de la secuencia polinucleotidica aislada descritos en la presente memoria pueden ser los que,
por ejemplo, se hibridan en condiciones de rigor alto a una cualquiera de las secuencias nucleotidicas en (a) o (b).
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Las condiciones de rigor alto pueden comprender, por ejemplo, una reaccién de hibridacion a 65 °C en SSC a 5X,
solucion de Denhardt a 5X, SDS al 1% y DNA de esperma de salmén desnaturalizado a 100 pg/ml.

De acuerdo con la presente invencion, la secuencia polinucleotidica puede utilizarse, por ejemplo, en el tratamiento
de enfermedades o trastornos que implican la remodelacién ésea.

Los fragmentos de los polinucleétidos pueden utilizarse, por ejemplo, como sondas para determinar la presencia del
polinucleétido aislado (o su complemento o fragmentos del mismo) en una muestra, célula, tejido, etc., para
propositos experimentales o para el propoésito de diagnostico de enfermedades o trastornos que implican la
remodelacion 6sea.

También se describe en la presente memoria una combinacién que comprende multitud de polinucleétidos
(sustancialmente purificados y/o aislados). Los polinucleétidos se pueden coexpresar con uno 0 mas genes
conocidos por intervenir en la remodelacion ésea. Ademas, los numerosos polinucleétidos se pueden seleccionar,
por ejemplo, del grupo que consiste en un polinucledtido que comprende (a) uno cualquiera de SEQ ID n.° 1 a 33,
SEQ ID n.° 85 o SEQ ID n.° 86; (b) un marco abierto de lectura de (a); (c) una secuencia polinucleotidica que
comprende o consiste en una porcion transcrita de una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a 33, 85 u 86 que puede estar,
por ejemplo, libre de porcion o porciones sin traducir o intraducibles; (d) una secuencia complementaria a una
cualquiera de (a) a (c); (e) una secuencia que se hibrida en condiciones de rigor alto a una cualquiera de las
secuencias nucleotidicas de (a) a (d); y (f) fragmentos de uno cualquiera de (a) a (e).

También se describe en la presente memoria un polinucleétido que codifica uno cualquiera de los polipéptidos
descritos en la presente memoria. El polinucleétido (RNA, DNA, etc.) puede codificar un polipéptido que se puede
seleccionar del grupo que consiste en uno cualquiera de SEQ ID n.° 48 a 80, polipéptidos codificados por la SEQ ID
n.° 85 u 86, analogos o fragmentos de los mismos (p. €j., fragmentos biol6gicamente activos, fragmentos
inmunolégicamente activos, etc.).

También se describe en la presente memoria una molécula aislada de &cido nucleico que comprende los
polinucleédtidos descritos en la presente memoria, unida operativamente a una secuencia nucleotidica que codifica
un polipéptido heterdlogo mediante lo cual se codifica un polipéptido de fusion.

También se describe en la presente memoria un polipéptido codificado por un polinucleétido de SEQ ID n.° 1 a 33,
SEQ ID n.° 85 0 SEQ ID n.° 86 0 més en concreto del marco abierto de lectura de una cualquiera de las SEQ ID n.° 1
a 33, SEQ ID n.° 85 o0 SEQ ID n.° 86, o una porcién de las mismas. También se describe en la presente memoria el
producto de un gen que se coexpresa con uno 0 mas genes que se sabe que estan implicados en la remodelacion
Osea.

En la presente memoria también se describe una variante alélica aislada que se produce de forma natural, asi como
variantes sintéticas (p. ej., hechas mediante tecnologia de DNA recombinante o mediante sintesis quimica, etc.), tal
como una variante biolégicamente activa que puede comprender una 0 mas sustituciones de aminoacidos (en
comparacioén con un polipéptido que se produce de forma natural), tal como una sustitucién de aminoacido
conservativa o no conservativa.

Ademas se da a conocer un vector (de mamifero, bacteriano, virico, etc.) que comprende los polinucleétidos
descritos en la presente memoria o fragmentos de los mismos, tal como un vector de expresion. El vector puede
comprender adicionalmente una secuencia de acido nucleico que puede ayudar a la regulacion de la expresién del
polinucleétido y/o una secuencia nucleotidica que codifica una etiqueta (p. €j., etiqueta de afinidad; HA, GST, His,
etc).

En la presente memoria se describe un vector de expresion que puede comprender, por ejemplo, los elementos
siguientes unidos operativamente:

a) un promotor de transcripcion;

b) un segmento polinuclectidico (que puede comprender un marco abierto de lectura de una cualquiera de las SEQ
IDn°1a33,85u86);y

¢) un terminador de transcripcion.

También se describe en la presente memoria un vector de expresion que comprende un polinucledétido descrito en la
presente memoria, una célula hospedadora transformada con el vector de expresion y un procedimiento para
producir un polipéptido de la presente invencion.

También se describe en la presente memoria un vector que comprende un polinucleétido o fragmento
polinucleotidico. Los vectores que pueden comprender una secuencia sustancialmente complementaria a los
polinucleétidos descritos en la presente memoria (p. €j., SIRNA, shRNA) estan, por lo tanto, abarcados por la
presente memoria. El vector puede comprender secuencias que permiten la transcripcion del polinucleétido o
fragmento polinucleotidico.
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Se da a conocer en la presente memoria una célula que puede estar genéticamente modificada para que contenga
y/o exprese el polinucleétido (entre ellos, complementos y fragmentos) y/o polipéptidos de la presente invencién. La
célula puede ser, por ejemplo, una célula de mamifero, una célula de insecto, una célula bacteriana, etc.

Por consiguiente, en la presente memoria se da a conocer una célula hospedadora que puede comprender un vector
como el descrito en la presente memoria. La célula puede ser, por ejemplo, una célula de mamifero, una célula de
insecto, una bacteria, etc. La célula puede ser capaz de expresar o expresa un polipéptido codificado por el
polinucleétido descrito en la presente memoria.

Los procedimientos para producir los polipéptidos abarcados por este documento incluyen, por ejemplo, cultivar la
célula en condiciones que permiten la transcripcion de un gen o la expresion del polipéptido. El polipéptido se puede
recuperar, por ejemplo, del lisado de células o del sobrenadante de las células.

En la presente memoria se describe el uso de al menos un polinucleétido que comprende uno cualquiera de SEQ ID
n° 1 a 33, SEQ ID n.° 85 o SEQ ID n.° 86, su secuencia codificante, secuencias sustancialmente idénticas,
secuencias sustancialmente complementarias o fragmentos de las mismas, en una matriz ordenada. La matriz
puede utilizarse en un procedimiento para diagnosticar una enfermedad o trastorno de remodelacion ésea mediante
la hibridacion de la matriz con una muestra del paciente en condiciones que permiten la formacién de complejos,
detectar la formacion de los complejos, y comparar la cantidad de complejos formados en la muestra del paciente
con la de los estandares para tejidos normales y enfermos, en donde la formacion de complejos en la muestra del
paciente indica la presencia de una enfermedad o trastorno de remodelacién ésea. Por supuesto, el uso de un
polinucledtido descrito en la presente memoria en un método de diagndéstico no depende exclusivamente de la
consecucion de un ensayo especifico. La secuencia o secuencias pueden utilizarse en los métodos de diagnéstico
utilizados convencionalmente conocidos en la técnica.

También se describe un procedimiento para mejorar los sintomas de la enfermedad o trastorno de remodelacion
0sea, o para inhibir o retrasar la enfermedad o trastorno 6seo, en donde el procedimiento puede comprender: poner
en contacto un compuesto capaz de inhibir especificamente la actividad o la expresion de una secuencia
polinucleotidica descrita en la presente memoria 0 un polipéptido descrito en la presente memoria, en los
osteoclastos, de tal forma que se puedan mejorar los sintomas de la enfermedad o trastorno de remodelacion ésea,
0 se puede prevenir, retrasar o disminuir la enfermedad o trastorno.

También se describe un procedimiento para mejorar los sintomas de la enfermedad o trastorno de remodelacion
0sea, o para inhibir o retrasar la enfermedad o trastorno 6seo, en donde el procedimiento puede comprender: poner
en contacto un compuesto capaz de favorecer especificamente la actividad o la expresién de una secuencia
polinucleotidica descrita en la presente memoria o un polipéptido descrito en la presente memoria, en los
osteoclastos, de tal forma que se pueden mejorar los sintomas de la enfermedad o trastorno de remodelacion ésea,
0 se puede prevenir, retrasar o disminuir la enfermedad o trastorno.

También se describe un procedimiento para tratar una afeccion en un mamifero, que se caracteriza por la falta, o la
necesidad, de crecimiento o reemplazo del hueso y/o un nivel indeseable de osteoclasia, en donde dicho
procedimiento puede comprender la administracion, a un sujeto mamifero que necesita tal tratamiento, de una
cantidad eficaz de un compuesto adecuado que se describe en la presente memoria.

También se describe un procedimiento para utilizar una secuencia polinucleotidica descrita en la presente memoria,
un polipéptido descrito en la presente memoria en una matriz, y para el uso de la matriz en un procedimiento para
diagnosticar una enfermedad o trastorno de remodelacion 6sea mediante la hibridacion de la matriz con una muestra
del paciente en condiciones que permiten la formacion de complejos, deteccion de los complejos formados, y la
comparacion de la cantidad de complejos formados en la muestra del paciente con la de los estandares para tejidos
normales y enfermos, en donde la formacion de complejos en la muestra del paciente puede indicar la presencia de
una enfermedad o trastorno de remodelacion dsea.

La secuencia polinucleotidica descrita en la presente memoria se puede utilizar para la genoterapia de células
somaticas o para la genoterapia de células madre.

También se describe en la presente memoria una composiciéon farmacéutica que comprende un polinucleétido
descrito en la presente memoria o un polipéptido codificado por el polinucleétido seleccionado o porcién del mismo, y
un vehiculo farmacéutico adecuado.

También se describen en la presente memoria productos, composiciones, procedimientos y métodos que
comprenden un polinucleétido descrito en la presente memoria, un polipéptido codificado por los polinucleétidos, una
porciéon de los mismos, sus variantes o derivados, para la investigacion y para propésitos biologicos, clinicos y
terapéuticos.

Las NSEQ y PSEQ pueden utilizarse en el diagnéstico, prondstico, tratamiento, prevencion, y seleccion y evaluacion
de tratamientos de enfermedades y trastornos que implican la remodelacion 6sea, que incluyen pero sin limitarse a
ellas, osteoporosis, osteopenia, osteomalacia, hiperparatiroidismo, hipertiroidismo, hipogonadismo, tirotoxicosis,
mastocitosis sistémica, hipofosfatasia adulta, hipercorticalismo, osteogénesis imperfecta, enfermedad de Paget,
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enfermedad/sindrome de Cushing, sindrome de Turner, enfermedad de Gaucher, sindrome de Ehlers-Danlos,
sindrome de Marfan, sindrome de Menkes, sindrome de Fanconi, mieloma mudltiple, hipercalciemia, hipocalciemia,
artritis, periodontitis, raquitismo (incluido el raquitismo hipofosfatémico ligado al cromosoma X, y el dependiente de
vitamina D de tipos | y Il), fibrogénesis imperfecta 6sea, trastornos osteoescleréticos tal como picnodisostosis, y
dafio ocasionado por procesos inflamatorios mediados por macréfagos.

Uso de NSEQ como una herramienta de escrutinio

Los polinucledtidos obtenidos en la presente memoria se pueden utilizar para detectar y aislar productos de
expresion, por ejemplo, mMRNA, los DNA complementarios (cDNA) y las proteinas procedentes de la NSEQ u
homélogas a ella. En un ejemplo, la expresion de los MRNA homologos a las NSEQ de la presente invencién se
puede detectar, por ejemplo, mediante andlisis de hibridacion, transcripcion inversa y métodos de amplificacién de
acidos nucleicos in vitro. Tales procedimientos permiten la deteccion de los MRNA en muchos tipos de tejidos o en
diferentes etapas de desarrollo. Los acidos nucleicos en cuestion que se expresan de una manera especifica de
tejido o de una manera especifica de la etapa de desarrollo son Utiles como marcadores especificos de tejido o para
definir la etapa de desarrollo de una muestra de células o tejidos que pueden definir un estado patolégico concreto.
Un experto en la técnica puede adaptar facilmente las NSEQ para estos propositos.

Los expertos en la técnica también reconoceran que las NSEQ, y sus productos de expresion tales como acidos
nucleicos de cDNA y DNA gendmico, pueden utilizarse para preparar secuencias oligonucleotidicas cortas. Por
ejemplo, los oligonucledétidos que tienen de diez a doce nucleétidos 0 méas se pueden preparar para que se hibriden
especificamente a las NSEQ y los cDNA presentes, y permiten la deteccién, identificacién y aislamiento de
secuencias de &cido nucleico Unicas por hibridacion. Las secuencias de, por ejemplo, al menos 15 a 20 nucledétidos,
pueden utilizarse y seleccionarse en regiones que carecen de homologia con otras secuencias conocidas. Las
secuencias de 20 o méas nucledtidos que carecen de tal homologia muestran un incremento de la especificidad por la
secuencia diana. Las condiciones de hibridacion utiles para sondas y cebadores son determinables facilmente por
los expertos en la técnica. Las condiciones de hibridacion rigurosas abarcadas por esta memoria son las que pueden
permitir la hibridacién de acidos nucleicos que tienen una homologia de mas del 90%, pero que pueden impedir la
hibridacion de los acidos nucleicos cuya homologia esta por debajo del 70%. La especificidad de una sonda puede
determinarse averiguando si estd disefiada de una region Unica, de una region reguladora o de un motivo
conservado. Tanto la especificidad de la sonda como el rigor de la hibridacion diagndstica o de las reacciones de
amplificacion (maxima, alta, intermedia o baja) se pueden determinar en funcion de si la sonda identifica
exactamente las secuencias complementarias, las variantes alélicas o las secuencias relacionadas. Las sondas
disefiadas para detectar las secuencias relacionadas pueden tener una identidad de secuencia de al menos el 50%
con uno cualquiera de los polinuclettidos seleccionados.

Se debe entender en la presente memoria que las NSEQ (secuencias sustancialmente idénticas y fragmentos de las
mismas) pueden hibridarse a una secuencia sustancialmente complementaria encontrada en una muestra problema.
Adicionalmente, una secuencia sustancialmente complementaria a la NSEQ puede fijarse a la NSEQ encontrada en
una muestra problema.

Ademas, una sonda puede marcarse mediante cualquier procedimiento conocido en la técnica, por ejemplo,
mediante la incorporacion de nucleétidos unidos a una «molécula indicadora». Una «molécula indicadora», tal y
como se utiliza en la presente memoria, puede ser una molécula que proporciona una sefial identificable por medios
analiticos que permite la deteccion de una sonda hibridada. La deteccion puede ser cualitativa o cuantitativa. Las
moléculas indicadoras utilizadas con mas frecuencia incluyen fluoréforos, enzimas, biotina, moléculas
guimioluminiscentes, moléculas bioluminiscentes, digoxigenina, avidina, estreptavidina o radioisotopos. Las enzimas
utilizadas con mas frecuencia incluyen peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, glucosa oxidasa y B-
galactosidasa, entre otras. Las enzimas pueden estar conjugadas con avidina o estreptavidina para utilizarlas con
una sonda biotinilada. De igual forma, las sondas pueden estar conjugadas con avidina o estreptavidina para
utilizarlas con una enzima biotinilada. La incorporacién de una molécula indicadora en una sonda de DNA puede ser
mediante cualquier procedimiento conocido por el experto en la técnica, por ejemplo, traslado de mella, extension de
cebador, cebado aleatorio con oligonucledtidos, mediante la marcacidon en el extremo 3' 0 5' 0 mediante otros
medios. Ademas, las sondas de hibridacion incluyen la clonacion de secuencias de acido nucleico en vectores para
la produccion de sondas de mRNA. Tales vectores se conocen en la técnica, estan disponibles en el mercado y
pueden utilizarse para sintetizar sondas de RNA in vitro. Las secuencias polinucleotidicas marcadas pueden
utilizarse en andlisis de tipo Southern o Northern, transferencia puntiforme u otras tecnologias a base de
membranas; en tecnologias de PCR; y en micromatrices que utilizan muestras de sujetos para detectar cualquier
alteracion de la expresion. Los oligonucleétidos Gtiles como sondas para escrutar muestras mediante ensayos de
hibridacion o como cebadores para la amplificacion se pueden envasar en forma de kits. Tales kits pueden contener
las sondas o cebadores en una cantidad previamente medida o determinada, asi como otros reactivos y material
envasados convenientemente que son necesarios para el protocolo concreto de hibridacion o de amplificacion. En
otra realizacion, la invencion comporta un polipéptido sustancialmente purificado codificado por los polinucleétidos
de NSEQ, analogos polipeptidicos o fragmentos polipeptidicos de los mismos. Los polipéptidos, bien en una forma
premadura, madura o fusionada, se pueden aislar a partir de células lisadas, o a partir del medio de cultivo, y
purificarse lo necesario para usarlo tal y como se disefié. El experto en la técnica puede purificar con facilidad estas
proteinas, polipéptidos y péptidos mediante cualquier procedimiento disponible. Por ejemplo, la purificacion se puede
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llevar a cabo mediante fraccionamiento con sales, cromatografia de exclusién por tamafos, cromatografia de
intercambio iénico, cromatografia de fase inversa, cromatografia de afinidad y similares.

Uso de la NSEQ para el desarrollo de un sistema de expresion

Para expresar un polipéptido bioldgicamente activo, la NSEQ o los derivados de la misma se pueden introducir en un
vector de expresion, a saber, un vector que contiene los elementos para el control transcripcional y traduccional de la
secuencia codificante insertada en un hospedador concreto. Estos elementos pueden incluir secuencias reguladoras,
tales como potenciadores, promotores constitutivos e inducibles, y regiones sin traducir en 5 y 3. Los
procedimientos que son bien conocidos por los expertos en la técnica pueden utilizarse para construir tales vectores
de expresion. Estos procedimientos incluyen técnicas de DNA recombinante in vitro, técnicas sintéticas y
recombinacién genética in vivo.

Para expresar la NSEQ se pueden utilizar numerosos sistemas de vector de expresion/células hospedadoras
conocidos por los expertos en la técnica. Estos incluyen, pero sin limitarse a ellos, microorganismos tales como
bacterias transformadas con vectores de expresion de DNA en bacteriéfagos recombinantes, en plasmidos o en
césmidos; levadura transformada con vectores de expresion de levadura; sistemas de células de insecto infectados
con vectores de baculovirus; sistemas de células vegetales transformados con vectores de expresion viricos o
bacterianos; o sistemas de células de animales. Para la produccidén a largo plazo de proteinas recombinantes en los
sistemas de mamiferos, puede efectuarse la expresion estable en las lineas celulares. Por ejemplo, la NSEQ se
puede introducir por transformacion en las lineas celulares mediante vectores de expresion que pueden contener
origenes de replicacién viricos y/o elementos de expresion enddgena y un gen marcador de seleccién o de
visibilidad en el mismo vector o en otro distinto. La descripcion no estard limitada por el vector o la célula
hospedadora empleada.

En general, las células hospedadoras que contienen la NSEQ y que expresan un polipéptido codificado por la NSEQ,
0 una porcion del mismo, se pueden identificar mediante muchos procedimientos conocidos por los expertos en la
técnica. Estos procedimientos incluyen, pero sin limitarse a ellos, hibridaciones de DNA-DNA o DNA-RNA,
amplificacion por PCR, y bioensayo de proteinas o técnicas de inmunoensayo que incluyen tecnologias basadas en
membranas, en soluciones o en chip para detectar y/o cuantificar secuencias de acido nucleico o de aminoéacidos.
Se conocen bien en la técnica los métodos inmunitarios para detectar y medir la expresion de los polipéptidos con
anticuerpos monoclonales o policlonales especificos. Ejemplos de tales técnicas incluyen inmunoensayos
enzimaticos (ELISA), radioinmunoensayos (RIA) y clasificacién de células activadas con fluorescencia (FACS). Los
expertos en la técnica pueden adaptar con facilidad estas metodologias a la presente invencion.

En la presente memoria se describe un bioensayo para evaluar compuestos que sean antagonistas en potencia del
polipéptido descrito en la presente memoria, pudiendo comprender el bioensayo:

a) el cultivo de células problema en un medio de cultivo que contiene concentraciones crecientes de al menos un
compuesto cuya capacidad para inhibir la accién de un polipéptido descrito en la presente memoria se pretende
determinar, en donde las células problema pueden contener una secuencia polinucleotidica descrita en la presente
memoria (por ejemplo, en una forma que mejora la actividad de transcripcion por transactivacion respecto al
polinucleétido de tipo silvestre, y que comprende un elemento de respuesta unido operativamente a un gen
indicador); y después

b) la monitorizacion del nivel de expresion del producto del gen indicador en las células como reflejo de la
concentraciéon del posible compuesto antagonista en el medio de cultivo, con lo que se indica la capacidad del
posible compuesto antagonista para inhibir la activacion del polipéptido codificado por la secuencia polinucleotidica
descrita en la presente memoria.

También se describe en la presente memoria un bioensayo para evaluar compuestos que sean posibles agonistas
para un polipéptido codificado por la secuencia polinucleotidica descrita en la presente memoria, pudiendo
comprender el bioensayo:

a) el cultivo de las células problema en un medio de cultivo que contiene concentraciones crecientes de al menos un
compuesto cuya capacidad para favorecer la accion del polipéptido codificado por la secuencia polinucleotidica
descrita en la presente memoria se pretende determinar, en donde las células problema pueden contener una
secuencia polinucleotidica descrita en la presente memoria (por ejemplo, en una forma que mejora la actividad de
transcripcion por transactivacion respecto al polinucleétido de tipo silvestre, y que comprende un elemento de
respuesta unido operativamente a un gen indicador); y después

b) la monitorizacion del nivel de expresién del producto del gen indicador en las células como reflejo de la
concentracion del posible compuesto agonista en el medio de cultivo, con lo cual se indica la capacidad del posible
compuesto agonista para favorecer la activacion de un polipéptido codificado por la secuencia polinucleotidica
descrita en la presente memoria.

Las células hospedadoras transformadas con la NSEQ se pueden cultivar en condiciones que permitan la expresion
y recuperacion del polipéptido a partir del cultivo celular. El polipéptido producido por una célula transgénica puede

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2397441 T3

ser secretado por la célula o quedar retenido dentro de ella segin la secuencia y/o el vector utilizados. Como
conoceran los expertos en la técnica, los vectores de expresién que contienen la NSEQ pueden disefiarse para que
contengan secuencias sefial que dirigen la secrecion del polipéptido a través de una membrana de una célula
procariota o eucariota. Debido a la degeneracion inherente del cédigo genético, otras secuencias de DNA que
codifican sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos o una funcionalmente equivalente pueden ser
producidas y utilizadas para expresar el polipéptido codificado por la NSEQ. Las secuencias nucleotidicas descritas
en la presente memoria se pueden modificar genéticamente con los procedimientos conocidos de forma general en
la técnica para alterar las secuencias nucleotidicas para numerosos propésitos, que incluyen, a titulo nominativo y no
exclusivo, la modificaciéon de la clonacién, procesamiento y/o expresion del producto génico. El barajado del DNA
mediante fragmentacion aleatoria y el reensamblaje por PCR de los fragmentos génicos y oligonucledétidos sintéticos
puede utilizarse para construir secuencias nucleotidicas. Por ejemplo, la mutagénesis especifica de sitio mediante
oligonucledtidos se puede utilizar para introducir mutaciones que crean nuevos sitios de restriccion, alterar los
patrones de glucosilacion, cambiar la preferencia de los codones, producir variantes de ayuste, etcétera.

Ademés, se puede elegir una cepa de célula hospedadora por su capacidad para modular la expresion de las
secuencias insertadas o para procesar el polipéptido expresado en la forma deseada. Tales modificaciones del
polipéptido incluyen, a titulo nominativo y no exclusivo, acetilacion, carboxilacién, glucosilacion, fosforilacion,
lipidacion y acilacion. El procesamiento postraduccional, que escinde una forma «prepro» del polipéptido, también
puede utilizarse para especificar la destinacion, el plegamiento y/o la actividad de las proteinas. En el mercado y en
la American Type Culture Collection (ATCC) se pueden conseguir diferentes células hospedadoras (p. ej., CHO,
HelLa, MDCK, HEK293 y W138) que tienen una maquinaria celular especifica y mecanismos caracteristicos para
actividades postraduccionales y se pueden elegir para asegurarse la modificacion y el procesamiento correctos del
polipéptido expresado.

Los expertos en la técnica apreciaran facilmente que las secuencias de acido nucleico naturales, modificadas o
recombinantes pueden estar ligadas a una secuencia heteréloga que da lugar a la traduccién de un polipéptido de
fusiébn que contiene restos de polipéptido heterdlogo en cualquiera de los sistemas hospedadores antes
mencionados. Tales restos de polipéptido heterdlogo pueden facilitar la purificacion de los polipéptidos de fusién con
las matrices de afinidad disponibles en el mercado. Tales restos incluyen, a titulo nominativo y no exclusivo, glutation
S-transferasa (GST), proteina fijadora de maltosa, tiorredoxina, péptido fijador de calmodulina, 6-His (His), FLAG, c-
myc, hemaglutinina (HA) y epitopos de anticuerpos monoclonales.

También se describe en la presente memoria un polinucleétido aislado que puede comprender una secuencia
nucleotidica que codifica una proteina de fusion, en donde la proteina de fusion puede comprender un compafiero de
fusién fusionado a un fragmento peptidico de una proteina codificada por la secuencia polinucleotidica descrita en la
presente memoria, o un polipéptido de una variante alélica que se produce de forma natural codificado por la misma.

Los expertos en la técnica reconoceran facilmente que las secuencias de acido nucleico y polipeptidicas pueden
sintetizarse, por completo o en parte parte, mediante procedimientos quimicos o enzimaticos bien conocidos en la
técnica. Por ejemplo, la sintesis peptidica puede realizarse con diferentes técnicas en fase sdélida y maquinas tales
como el sintetizador de péptidos ABI 431A (PE Biosystems), que puede utilizarse para automatizar la sintesis. Si se
desea, la secuencia de aminoéacidos puede alterarse durante la sintesis y/o combinarse con secuencias de otras
proteinas para producir una proteina variante.

Uso de la NSEQ como una herramienta de escrutinio para diagnostico

El experto en la técnica reconocera con facilidad que la NSEQ puede utilizarse para propésitos diagndsticos en la
determinacion de la ausencia, presencia o expresion alterada (a saber, incremento o disminuciéon en comparacion
con lo normal) del gen. Los polinuclettidos pueden tener una longitud de al menos 10 nucleétidos o una longitud de
al menos 12 nucledtidos o una longitud de al menos 15 nucleétidos hasta cualquier longitud deseada, y pueden
comprender moléculas de DNA y RNA complementarias, acidos nucleicos ramificados, y/o acidos peptidonucleicos
(PNA). En una alternativa, los polinucleétidos pueden utilizarse para detectar y cuantificar la expresion génica en
muestras cuya expresion de NSEQ se correlaciona con la enfermedad. En otra alternativa, la NSEQ puede utilizarse
para detectar los polimorfismos genéticos asociados a una enfermedad. Estos polimorfismos pueden detectarse en
el cDNA transcrito.

En la presente memoria se da a conocer el uso de al menos un polinucleétido que comprende la NSEQ (p. €j., un
marco abierto de lectura de la NSEQ, una secuencia sustancialmente complementaria, una secuencia
sustancialmente idéntica, y fragmentos de la misma) en una matriz y el uso de tal matriz en un procedimiento
diagnostico para una enfermedad o trastorno de remodelacion 6sea mediante la hibridacion de la matriz con una
muestra del paciente en condiciones que permiten la formacién de complejos, detectar la formacién de complejos y
comparar la cantidad de complejos formados en la muestra del paciente con la de los estandares para tejidos
normales y enfermos, en donde la formacion de complejos en la muestra del paciente indica la presencia de una
enfermedad o trastorno de remodelacién ésea.

También se da a conocer en la presente memoria uno o mas kits compartimentados para la deteccién de estados
patoldgicos de osteoclasia. Un primer kit puede tener un receptaculo que contiene al menos una sonda aislada. Tal
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sonda puede ser un fragmento de acido nucleico que esta presente/ausente en el DNA gendmico de las células
normales, pero que esta ausente/presente en el DNA gendémico de las células afectadas. Tal sonda puede ser
especifica de un sitio de DNA que estd normalmente activo/inactivo, pero que puede estar inactivo/activo en
determinados tipos de células. De igual forma, tal sonda puede ser especifica de un sitio de DNA que puede
expresarse anormalmente en determinados tipos de células. Finalmente, tal sonda puede identificar una mutacion
especifica en el DNA. Mediante especifica de un sitio de DNA se quiere decir que la sonda puede ser capaz de
hibridarse a la secuencia de DNA que esta mutada, o que puede ser capaz de hibridarse a secuencias de DNA
adyacentes a las secuencias de DNA mutadas. Las sondas proporcionadas en los kits presentes pueden tener una
molécula indicadora unida covalentemente. Los expertos en la técnica seran capaces de preparar las sondas y
moléculas indicadoras con facilidad tal y como esta descrito mas arriba.

Uso de la NSEQ como un tratamiento

El experto en la técnica apreciara facilmente que los sistemas de expresion y ensayos explicados mas arriba
también pueden utilizarse para evaluar la eficacia de un régimen de tratamiento terapéutico determinado, en
estudios con animales, en ensayos clinicos, o para monitorizar el tratamiento de un paciente. Una vez que se
establece la presencia de la enfermedad y se inicia un protocolo de tratamiento, se pueden repetir los ensayos de
hibridacion o amplificacion con regularidad para determinar si el nivel de expresion en el paciente comienza a
aproximarse al nivel observado en un sujeto sano. Los resultados obtenidos de ensayos sucesivos pueden utilizarse
para mostrar la eficacia del tratamiento a lo largo de un tiempo que oscila de varios dias a muchos afios.

Aun en otro aspecto de la invencion, una NSEQ, una porcion de la misma, o su complemento, se puede utilizar
terapéuticamente con el objeto de expresar mRNA y polipéptido, o al contrario, para bloquear la transcripcion o
traduccion del mRNA. Los vectores de expresion se pueden construir con elementos de retrovirus, adenovirus, virus
del herpes o virus de la vacuna, o plasmidos bacterianos, y similares. Estos vectores pueden utilizarse para
administrar las secuencias nucleotidicas a un 6rgano, tejido o poblacién de células diana particulares. Los
procedimientos bien conocidos por los expertos en la técnica pueden utilizarse para construir vectores para expresar
las secuencias de acido nucleico o sus complementos.

Alternativamente, la NSEQ, una porcion de la misma, o su complemento, pueden utilizarse para la genoterapia con
células somaticas o con células madre. Los vectores pueden introducirse in vivo, in vitro y ex vivo. Para el
tratamiento ex vivo, los vectores se introducen en las células madre tomadas del sujeto, y las células transgénicas
resultantes se propagan clonalmente para el trasplante autélogo de vuelta al mismo sujeto. El suministro de la NSEQ
mediante transfeccién, inyecciones de liposomas o polimeros aminopolicatiénicos se puede conseguir mediante los
procedimientos que se conocen bien en la técnica. Adicionalmente, la expresion endégena de la NSEQ se puede
inactivar mediante procedimientos de recombinacion homdloga que insertan una secuencia génica inactiva en la
region codificante u otra region diana de la NSEQ.

Segun el objetivo especifico a conseguir, los vectores que contienen la NSEQ pueden introducirse en una célula o
tejido para expresar un polipéptido ausente o para reemplazar un polipéptido que no funciona. Por supuesto, cuando
se desea expresar la PSEQ en una célula o tejido, se puede utilizar una NSEQ capaz de codificar tal PSEQ para ese
proposito o se puede administrar directamente la PSEQ a dicha célula o tejido.

Por otra parte, cuando se desea atenuar o inhibir la expresion de la PSEQ, se puede utilizar una NSEQ (p. €j., una
NSEQ inhibidora) que es sustancialmente complementaria a al menos una porcion de una NSEQ capaz de codificar
tal PSEQ.

La expresion de una NSEQ inhibidora se puede realizar mediante la clonacién de la NSEQ inhibidora en un vector
y la introduccion del vector en una célula para disminuir la expresién de un polipéptido codificado por la NSEQ
diana.

Los vectores que contienen la NSEQ (p. €j., incluida la NSEQ inhibidora) se pueden transformar en una célula o
tejido para expresar un polipéptido ausente o para reemplazar un polipéptido que no funciona. De igual forma, un
vector construido para que exprese el complemento de la NSEQ se puede introducir por transformacion en una
célula para disminuir la sobreexpresion de un polipéptido codificado por los polinucleétidos de la NSEQ, o una
porcion de la misma. Las secuencias antisentido o complementarias pueden consistir en un oligonucleétido
procedente del sitio de inicio de la transcripcion; se prefieren los nucleétidos entre las posiciones aproximadamente —
10 y +10 desde el ATG. De igual forma, la inhibicion puede conseguirse con la metodologia de apareamiento de
bases en triple hélice. El apareamiento de la triple hélice es Util porque provoca la inhibicion de la capacidad de la
doble hélice para abrirse lo suficiente para que se fijen las polimerasas, los factores de transcripciéon o las moléculas
reguladoras. Se han escrito en la bibliografia los avances terapéuticos recientes que utilizan el DNA triple (véase, p.
ej., Gee et al., 1994).

Las ribozimas, moléculas de RNA con actividad enzimatica, también pueden utilizarse para catalizar la escision del
mMRNA y disminuir la cantidad de determinados mRNA, tales como los que comprenden las secuencias
polinucleotidicas de la invencion. Las ribozimas pueden escindir el mRNA en sitios de escision especificos.
Alternativamente, las ribozimas pueden escindir los MRNA en posiciones dictadas por las regiones flanqueantes que
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forman pares de bases complementarias con el mRNA diana. La construccion y la produccion de las ribozimas se
conoce bien en la técnica.

Las moléculas de RNA se pueden modificar para incrementar la estabilidad intracelular y la semivida. Las
modificaciones posibles incluyen, a titulo nominativo y no exclusivo, la adicion de secuencias flanqueantes en los
extremos en 5' y/o 3' de la molécula, o el uso de fosforotioato o 2' O-metilo en vez de enlaces fosfodiéster dentro del
esqueleto de la molécula. Alternativamente, se pueden afiadir bases no tradicionales tales como inosina, queosina y
wibutosina, asi como acetil-, metil-, tio- y formas modificadas de forma parecida, de adenina, citidina, guanina, timina
y uridina que las endonucleasas enddgenas no reconocen con facilidad.

Ademas de los ingredientes activos, una composicion farmacéutica puede contener vehiculos farmacéuticamente
aceptables que comprenden excipientes y auxiliares que facilitan el procesamiento de los compuestos activos en la
preparaciones que se pueden utilizar farmacéuticamente.

Para cualquier compuesto, la dosis terapéuticamente eficaz se puede estimar inicialmente tanto mediante ensayos
de cultivo de células como mediante modelos de animales tales como ratones, ratas, conejos, perros o cerdos. Un
modelo de animal también puede utilizarse para determinar el intervalo de concentracién y la via de administracion.
A continuacidn, tal informacién puede utilizarse para determinar las dosis Utiles y las vias para la administracion en
los humanos. Estas técnicas las conoce bien el experto en la técnica y una dosis terapéuticamente eficaz se refiere a
la cantidad de ingrediente activo que mejora los sintomas o la afeccion. La eficacia y la toxicidad terapéuticas se
pueden determinar mediante procedimientos farmacéuticos estandares en cultivos de células o con animales
experimentales, tales como mediante el célculo y la comparacion estadistica de la DEsg (la dosis terapéuticamente
eficaz en el 50% de la poblacion) y la DLso (la dosis letal para el 50% de la poblacién). Cualquiera de las
composiciones terapéuticas descritas mas arriba se pueden aplicar a cualquier sujeto que necesite tal tratamiento,
que incluye pero sin limitarse a ellos, mamiferos tales como perros, gatos, vacas, caballos, conejos, monos y, lo mas
preferiblemente, humanos.

Las composiciones farmacéuticas utilizadas en esta invencién se pueden administrar por muchas vias, que incluyen
pero sin limitarse a ellas, oral, intravenosa, intramuscular, intraarterial, intramedular, intratecal, intraventricular,
transdérmica, subcutanea, intraperitoneal, intranasal, enteral, topica, sublingual o rectal.

La terminologia «Tratamiento» para los propoésitos de esta descripcion se refiere tanto al tratamiento terapéutico
como a las medidas profilacticas o preventivas, en donde el objetivo es prevenir o retrasar (aliviar) el trastorno o la
afeccion patoldgicos de interés. Los que necesitan tratamiento incluye a quienes ya padecen el trastorno asi como a
los propensos a padecer el trastorno o a los que hay que prevenir del trastorno.

Uso de la NSEQ en la investigacion general

En la presente memoria se dan a conocer productos, composiciones, procedimientos y métodos que utilizan la
NSEQ, su marco abierto de lectura o un polipéptido codificado por los polinucleétidos de la NSEQ o su marco abierto
de lectura, o una porcién del mismo, sus variantes, analogos, derivados y fragmentos para propdésitos de
investigacion, biolégicos, clinicos y terapéuticos. Por ejemplo, para identificar variantes de ayuste, mutaciones y
polimorfismos.

La NSEQ se puede extender con una secuencia nucleotidica parcial y mediante diferentes procedimientos basados
en la PCR conocidos en la técnica para detectar secuencias cadena arriba tal como los promotores y otros
elementos reguladores. Adicionalmente, se puede utilizar un kit XL-PCR (PE Bioystems, Foster City, Calif.),
cebadores anidados, y genotecas de cDNA disponibles en el mercado (Life Technologies, Rokville Md.) o genotecas
gendmicas (Clontech, Palo Alto, Calif.) para extender la secuencia.

Los polinucleétidos pueden también utilizarse como dianas en una micromatriz. La micromatriz se puede utilizar para
monitorizar los patrones de expresion de una gran cantidad de genes simultineamente y para identificar las
variantes de ayuste, las mutaciones y los polimorfismos. La informacién procedente de los analisis de los patrones
de expresion se puede utilizar para determinar la funcidn génica, para conocer la base genética de una enfermedad,
para diagnosticar una enfermedad, y para desarrollar y monitorizar las actividades de los farmacos terapéuticos
utilizados para tratar la enfermedad. Las micromatrices también pueden utilizarse para detectar la diversidad
genética, polimorfismos de un sélo nucledtido que pueden caracterizar una poblacion concreta, a nivel genémico.

Aun en otro ejemplo, los polinucleétidos se pueden utilizar para generar sondas de hibridacion Utiles para mapear la
secuencia gendmica que aparece de forma natural. La hibridacién fluorescente in situ (FISH, por su nombre en
inglés) se puede correlacionar con otras técnicas de mapeo fisico del cromosoma y datos del mapeo genético.

También se describe en la presente memoria un procedimiento para identificar representativamente una secuencia
expresada diferencialmente de forma endégena implicada en la diferenciacion de los osteoclastos. La secuencia se
puede, por ejemplo, expresar diferencialmente en una célula de osteoclasto diferenciada en comparaciéon con una
célula precursora de osteoclasto sin diferenciar.

El procedimiento descrito en la presente memoria puede comprender:
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a) proporcionar por separado el RNA mensajero total de la célula de osteoclasto humano diferenciado (maduro o
intermedio), en donde el RNA mensajero total puede comprender, por ejemplo, al menos una secuencia expresada
diferenciadamente de forma enddgena,

b) generar cDNA monocatenario de cada RNA mensajero de la célula de osteoclasto humano diferenciado y (p. €j.,
aleatoriamente) etiquetar el extremo 3' del cDNA monocatenario con una secuencia promotora para la RNA
polimerasa y una primera etiqueta de secuencia;

c) generar cDNA monocatenario de cada RNA mensajero de la célula precursora de osteoclasto humano sin
diferenciar y (p. €j., aleatoriamente) etiquetar el extremo 3' del cDNA monocatenario con una secuencia promotora
para la RNA polimerasa y una segunda etiqueta de secuencia;

d) generar por separado DNA parcial o completamente bicatenario etiquetado en 5' de cada uno de b) y c), en donde
el DNA bicatenario etiquetado en 5' puede, por lo tanto, comprender en una direccion de 5' a 3' un promotor
bicatenario para la RNA polimerasa, una primera o segunda etiqueta de secuencia y una secuencia expresada de
forma enddgena,

e) amplificar linealmente por separado un primer y un segundo RNA sentido etiquetado de cada uno de d) con una
enzima RNA polimerasa (que se puede seleccionar basandose en el promotor utilizado para etiquetar),

f) generar un primer o segundo DNA etiquetado y monocatenario que es complementario a uno de e),

g) hibridar el primer o segundo DNA etiquetado monocatenario y complementario de f) con el otro RNA sentido
amplificado linealmente de e),

h) recuperar el RNA sin hibridar con la ayuda de la primera o segunda etiqueta de secuencia (por ejemplo, mediante
PCR o hibridacion); y

i) identificar (determinar) la secuencia nucleotidica del RNA sin hibridar.
Las etapas b) y/o c) pueden comprender la generacion de una Unica copia de un cDNA monocatenario.

El procedimiento puede ademas comprender la etapa de determinar comparativamente la presencia de la secuencia
identificada de forma enddgena y expresada diferencialmente en una célula de osteoclasto diferenciado respecto a
una célula precursora de osteoclasto sin diferenciar.

Por consiguiente, se puede seleccionar una secuencia que esta sustancialmente ausente (p. €j., totalmente ausente
0 presente en una cantidad muy baja) de uno de la célula de osteoclasto diferenciado o una célula precursora de
osteoclasto sin diferenciar, y presente en la otra célula de osteoclasto diferenciado o una célula precursora de
osteoclasto sin diferenciar.

Asi pues, la secuencia seleccionada puede ser un regulador positivo de la diferenciacién de los osteoclastos y, por lo
tanto, puede representar una diana atractiva que se puede utilizar ventajosamente para favorecer la osteoclasia o
alternativamente tal diana se puede inhibir para disminuir o impedir la osteoclasia.

Alternativamente, la secuencia seleccionada con el procedimiento anterior puede ser un regulador negativo de la
diferenciacion de los osteoclastos y puede, por consiguiente, representar una diana atractiva que se puede inducir
ventajosamente (p. €j., a nivel de transcripcion, traduccion, actividad, etc.) o proporcionar a una célula para disminuir
o impedir la osteoclasia. De igual forma, tal regulador negativo puede, tras su inhibicién, servir de diana para
favorecer la osteoclasia.

La secuencia puede, ademas, seleccionarse basandose en una expresion reducida o sustancialmente ausente en
otro tejido normal, por lo que representa una secuencia candidata implicada especificamente en la diferenciacion de
los osteoclastos y la remodelacion 6sea.

El procedimiento puede también comprender ademas una etapa para determinar la secuencia completa de la
secuencia nucleotidica y puede también comprender determinar la secuencia codificante de la secuencia
nucleotidica.

También se describe en la presente memoria la secuencia (polinucleétido y polipéptido) aislada endégenamente y
expresada diferencialmente que se identifica con el procedimiento descrito en la presente memoria.

También se describe en la presente memoria un polinucledtido que puede comprender la secuencia polinucleotidica
identificada, un polinucleétido que puede comprender el marco abierto de lectura de la secuencia polinucleotidica
identificada, un polinucleétido que puede comprender una secuencia nucleotidica sustancialmente idéntica al
polinucledtido identificado por el procedimiento descrito en la presente memoria, un polinucleétido que puede
comprender una secuencia nucleotidica sustancialmente complementaria al polinucleétido identificado por el
procedimiento descrito en la presente memoria, fragmentos y variantes de ayuste del mismo, siempre y cuando la
secuencia no consista en o comprenda la SEQ ID n.° 34.
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La secuencia expresada diferencialmente y aislada endégenamente descrita en la presente memoria puede ser una
molécula de RNA completa o parcial.

La molécula de DNA aislada capaz de transcribirse en la molécula de RNA descrita en la presente memoria también
esté abarcada por este documento, asi como los vectores (entre ellos, los vectores de expresion) que comprenden
tal molécula de DNA o RNA.

También se describen en la presente memoria genotecas que comprenden al menos una secuencia expresada
diferencialmente y aislada endégenamente que se identifica con la presente memoria [p. €j., DNA o RNA parcial o
completo, secuencias sustancialmente idénticas o secuencias sustancialmente complementarias (p. €j., sondas) y
fragmentos de los mismos (p. €j., oligonucledétidos)].

La secuencia expresada diferencialmente y aislada endégenamente descrita en la presente memoria se puede
seleccionar, por ejemplo, del grupo que consiste en un polinucleétido que puede consistir en o comprender:

a) una cualquiera de SEQ IDn.°1 a 33, SEQ ID n.° 85 0 SEQ ID n.° 86,
b) el marco abierto de lectura de una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a 33, SEQ ID n.° 85 0 SEQ ID n.° 86,
¢) un polinucledétido que puede comprender una secuencia nucleotidica sustancialmente idéntica a a) o b), y;

d) un polinucleétido que puede comprender una secuencia nucleotidica sustancialmente complementaria a una
cualquiera de a) a c),

e) fragmentos de una cualquiera de a) a d).

También se describe en la presente memoria un polipéptido que puede ser codificado por la secuencia expresada
diferencialmente y aislada endégenamente descrita en la presente memoria.

También se describe en la presente memoria un polinucleétido capaz de codificar un polipéptido descrito en la
presente memoria. Debido a la degeneracién del codigo genético, se debe comprender en la presente memoria que
muchas secuencias polinucleotidicas pueden codificar la misma secuencia polipeptidica y, por lo tanto, estan
abarcadas por la presente memoria.

Los polipéptidos de ejemplo pueden comprender una secuencia seleccionada del grupo que consiste en una
cualquiera de SEQ ID n.° 48 a 80, un polipéptido codificado por la SEQ ID n.° 85 o la SEQ ID n.° 86.

También se describe en la presente memoria una secuencia polinucleotidica de ortélogo no humano aislada (implicada
en la remodelacion 6sea), el marco abierto de lectura del ortdlogo no humano, secuencias sustancialmente idénticas,
secuencias sustancialmente complementarias, fragmentos y variantes de ayuste de las mismas.

También se describe en la presente memoria un polipéptido aislado codificado por el polinucleétido de ort6logo no
humano, asi como anélogos biolégicamente activos y fragmentos biolégicamente activos de los mismos.

Las realizaciones de ejemplo de polinucledtidos de ortélogos no humanos (p. €j., ratén) abarcados por este
documento incluyen, por ejemplo, la SEQ ID n.° 35.

Las realizaciones de ejemplo de polipéptido aislado codificado por algunos ortélogos no humanos identificados en la
presente memoria incluyen, por ejemplo, un polipéptido tal como la SEQ ID n.° 82.

También se describe en la presente memoria un polinucledétido aislado que se puede expresar diferencialmente en la
célula de osteoclasto diferenciado en comparacion con la célula precursora de osteoclasto humano sin diferenciar.

El polinucledtido aislado puede comprender un miembro seleccionado del grupo que consiste en:

a) un polinucleétido que puede comprender una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a SEQ ID n.° 33, SEQ ID n.° 85 0 SEQ
ID n.° 86.

b) un polinucledtido que puede comprender el marco abierto de lectura de una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a SEQ ID
n.° 33, SEQ ID n.° 85 0 SEQ ID n.° 86;

c¢) un polinucledtido que puede comprender una porcién transcrita 0 que se puede transcribir de una cualquiera de
SEQ ID n° 1 a SEQ ID n.° 33, SEQ ID n.° 85 0 SEQ ID n.° 86, que puede estar, por ejemplo, libre de porcién o
porciones sin traducir o intraducibles;

d) un polinucleétido que puede comprender una porcién traducida o traducible de una cualquiera de SEQ IDn.°1 a
SEQ ID n.° 33, SEQ ID n.° 85 0 SEQ ID n.° 86 (p. €j., porcién codificante),

e) un polinucleétido que puede comprender una secuencia sustancialmente idéntica (p. ej., una identidad de
aproximadamente el 50 al 100 %, o aproximadamente del 60 al 100 % o aproximadamente del 70 al 100 % o

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2397441 T3

aproximadamente del 80 al 100 % o aproximadamente del 85, 90, 95 al 100 % a lo largo de toda la secuencia o de la
porcién de las secuencias) a a), b), c) o d),

f) un polinucleétido que puede comprender una secuencia sustancialmente complementaria (p. €j., complementaria
de aproximadamente el 50 al 100 %, o aproximadamente del 60 al 100 % o aproximadamente del 70 al 100% o
aproximadamente del 80 al 100% o aproximadamente del 85, 90, 95 al 100% a lo largo de toda la secuencia o de la
porcién de las secuencias) a a), b), ¢) o d); y

g) un fragmento de uno cualquiera de a) a f).
h) que incluye polinucleétidos que consisten en lo anterior.

Los fragmentos polinucleotidicos de ejemplo de los enumerados mas arriba comprenden polinucleétidos de al menos
10 &cidos nucleicos que pueden ser sustancialmente complementarios a la secuencia de nucleétidos de una
cualquiera de las SEQ ID n.° 1 a 33, SEQ ID n.° 85 o SEQ ID n.° 86, por ejemplo, fragmentos seleccionados del
grupo gue consiste en una cualquiera de las SEQ ID n.° 42 a 45.

También se describe en la presente memoria un polinucleétido aislado implicado en la diferenciacién de los
osteoclastos, en donde el polinucleétido aislado puede seleccionarse, por ejemplo, del grupo que consiste en:

a) un polinucleétido que comprende una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a 33, SEQ ID n.° 85 0 SEQ ID n.° 86,

b) un polinucledtido que comprende el marco abierto de lectura de una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a 33, SEQ ID n.°
850 SEQ ID n.° 86,

¢) un polinucledtido que puede comprender una porcién transcrita o que se puede transcribir de una cualquiera de
SEQ ID n° 1 a SEQ ID n.° 33, SEQ ID n.° 85 0 SEQ ID n.° 86, que puede estar, por ejemplo, libre de porcién o
porciones sin traducir o intraducibles;

d) un polinucleétido que puede comprender una porcién traducida o traducible de una cualquiera de SEQ ID n.°1 a
SEQ ID n.° 33, SEQ ID n.° 85 0 SEQ ID n.° 86 (p. €j., porcion codificante),

e) un polinucleétido sustancialmente idéntico a a), b), ¢) o d); y

f) una secuencia de al menos 10 acidos nucleicos que puede ser sustancialmente complementaria a la secuencia de
acido nucleico de una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a 33, SEQ ID n.° 85 0 SEQ ID n.° 86 0 mas en particular de a), b),
c)od).

De acuerdo con la presente invencion, el polinucleétido aislado puede ser capaz de favorecer la diferenciacion de los
osteoclastos (p. €j., en un mamifero o en una célula de mamifero del mismo), esto es, puede ser un regulador
positivo de la diferenciacion de los osteoclastos.

En concordancia adicional con la presente invencion, el polinucleétido aislado puede ser capaz de inhibir, prevenir o
disminuir la diferenciacion de los osteoclastos (p. €j., en un mamifero o en una célula de mamifero del mismo), esto
es, puede ser un regulador negativo de la diferenciacion de los osteoclastos.

AUn en otro aspecto, la presente invencion se refiere a un polinucleétido aislado que puede ser capaz de inhibir la
diferenciacion de los osteoclastos (p. €j., en un mamifero o en una célula de mamifero del mismo). El polinucle6tido
puede seleccionarse, por ejemplo, del grupo que consiste en polinucleétidos que pueden comprender una secuencia
de al menos 10 &cidos nucleicos que es complementaria a la secuencia de nucleétidos de una cualquiera de las
NSEQ descritas en la presente memoria.

Los polinucledtidos adecuados incluyen, por ejemplo, un polinucleétido que tiene o comprende los que se
seleccionan del grupo que consiste en SEQ ID n.° 42 a 45.

Los polinucleétidos adecuados pueden ser los que pueden ser capaces de inhibir la diferenciacion de los
osteoclastos que ha sido inducida por un inductor de la diferenciacién de los osteoclastos, tal como los recogidos en
la presente memoria.

De acuerdo con la presente invencion, el polinucleétido puede ser, por ejemplo, una molécula de RNA, una molécula
de DNA, incluidas las que son parciales o completas, monocatenarias o bicatenarias, hibridos, etc.

También se describe en la presente memoria un vector (p. €j., un vector de expresién) que comprende el
polinucleétido de la presente invencion.

También se describe en la presente memoria una genoteca de secuencias polinucleotidicas que se puede expresar
diferencialmente en una célula de osteoclasto diferenciado en comparacién con una célula precursora de osteoclasto
sin diferenciar. La genoteca puede comprender, por ejemplo, al menos un miembro seleccionado del grupo que
consiste en:
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a) un polinucleétido que puede comprender una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a 33, SEQ ID n.° 85 0 SEQ ID n.° 86,

b) un polinucleétido que puede comprender el marco abierto de lectura de una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a 33, SEQ
ID n.°85 0 SEQ ID n.° 86,

c¢) un polinucleétido que puede comprender una porcién transcrita 0 que se puede transcribir de una cualquiera de
SEQ ID n.° 1 a SEQ ID n.° 33, SEQ ID n.° 85 o SEQ ID n.° 86, que puede estar, por ejemplo, libre de porcién o
porciones sin traducir o intraducibles;

d) un polinucleétido que puede comprender una porcién traducida o traducible de una cualquiera de SEQ ID n.°1 a
SEQ ID n.° 33, SEQ ID n.° 85 0 SEQ ID n.° 86 (p. €j., porcién codificante),

e) un polinucleétido que puede comprender una secuencia sustancialmente idéntica (p. ej., una identidad de
aproximadamente el 50 al 100 %, o aproximadamente del 60 al 100 % o aproximadamente del 70 al 100 % o
aproximadamente del 80 al 100 % o aproximadamente del 85, 90, 95 al 100 % a lo largo de toda la secuencia o de la
porcién de las secuencias) a a), b), c) o d);

f) un polinucleétido que puede comprender una secuencia sustancialmente complementaria (p. ej., complementaria
de aproximadamente el 50 al 100 %, o aproximadamente del 60 al 100 % o aproximadamente del 70 al 100 % o
aproximadamente del 80 al 100 % o aproximadamente del 85, 90, 95 al 100 % a lo largo de toda la secuencia o de la
porcion de las secuencias) a a), b), ¢) o d); y

g) un fragmento de una cualquiera de a) a d).

También se describe en la presente memoria una genoteca de expresion que puede comprender una genoteca de
polinucledtidos descrita en la presente memoria. Cada polinucle6tido puede estar contenido dentro de un vector de
expresion.

Las matrices y kits que comprenden una genoteca de las secuencias polinucleotidicas (que comprenden al menos
un polinucledtido tal como secuencias complementarias) descritas en la presente memoria también estan abarcadas
por el presente documento.

También se da a conocer en la presente memoria una composicion farmacéutica para inhibir la diferenciacion de los
osteoclastos (osteoclasia y enfermedades o trastornos relacionados con la osteoclasia), en donde la composicion
farmacéutica puede comprender, por ejemplo:

a) un polinucleétido aislado como se define en la presente memoria (p, €j., capaz de inhibir la diferenciacion de los
osteoclastos); y

b) un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

También se describe en la presente memoria un procedimiento para inhibir la diferenciacion de los osteoclastos (p,
ej., para inhibir la osteoclasia o para mejorar la osteoclasia) en un mamifero (individuo) que lo necesita (o en una
célula de mamifero), en donde el procedimiento puede comprender la administracién de un polinucleétido aislado (p.
ej., capaz de inhibir la diferenciacién de los osteoclastos) o de una composicién farmacéutica adecuada que
comprende tal polinucleétido adecuado.

De acuerdo con la presente invencion, el mamifero que lo necesita puede padecer, por ejemplo y sin limitacion, una
afeccion seleccionada del grupo que consiste en osteoporosis, osteopenia, osteomalacia, hiperparatiroidismo,
hipertiroidismo, hipogonadismo, tirotoxicosis, mastocitosis sistémica, hipofosfatasia adulta, hipercorticalismo,
osteogénesis imperfecta, enfermedad de Paget, enfermedad/sindrome de Cushing, sindrome de Turner, enfermedad
de Gaucher, sindrome de Ehlers-Danlos, sindrome de Marfan, sindrome de Menkes, sindrome de Fanconi, mieloma
multiple, hipercalciemia, hipocalciemia, artritis, periodontitis, raquitismo (incluido el raquitismo dependiente de la
vitamina D de tipos | y Il, y el hipofosfatémico ligado al cromosoma X), fibrogénesis imperfecta 6sea, trastornos
osteoesclerdticos tal como picnodisostosis y dafio ocasionado por procesos inflamatorios mediados por macréfagos,
etc.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere al uso de un polinucleétido aislado (p. ej., capaz de inhibir la
diferenciacion de los osteoclastos) para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad
osteoclasica.

La presente invencion, en otro aspecto de la misma, da a conocer una composicion farmacéutica para favorecer la
diferenciacion de los osteoclastos en un mamifero que lo necesita. La composicién farmacéutica puede comprender,
por ejemplo:

a. un polinucleétido aislado (p, €j., capaz de favorecer la diferenciacion de los osteoclastos); y
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b. un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

También se describe en la presente memoria un procedimiento para favorecer la diferenciacion de los osteoclastos
en un mamifero que lo necesita (0 en una célula de mamifero), en donde el procedimiento puede comprender, por
ejemplo, la administraciéon de un polinucleétido aislado (p. e€j., capaz de favorecer la diferenciacion de los
osteoclastos) o una composicion farmacéutica adecuada como la descrita mas arriba.

La presente invencion se refiere adicionalmente al uso de un polinucleétido aislado (p. €j., capaz de favorecer la
diferenciacion de los osteoclastos) para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad
asociada a una osteoclasia insuficiente (p. €j., hiperostosis) o un excesivo crecimiento del hueso.

También se describe en la presente memoria el uso de al menos un polinucleétido que se puede seleccionar del
grupo que consiste en:

a) un polinucledtido que comprende una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a 33, SEQ ID n.° 85 0 SEQ ID n.° 86,

b) un polinucledtido que comprende el marco abierto de lectura de una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a 33, SEQ ID n.°
85 0 SEQ ID n.° 86,

¢) un polinucleétido que puede comprender una porcidn transcrita 0 que se puede transcribir de una cualquiera de
SEQ ID n.°1 a SEQ ID n.° 33, SEQ ID n.° 85 0 SEQ ID n.° 86, que puede estar, por ejemplo, libre de la porcién o
porciones sin traducir o intraducibles;

d) un polinucleétido que puede comprender una porcion traducida o traducible de una cualquiera de SEQ ID n.°1 a
SEQ ID n.° 33, SEQ ID n.° 85 0 SEQ ID n.° 86 (p. €j., porcidn codificante),

e) un polinucleétido que comprende una secuencia sustancialmente idéntica (p. e€j., una identidad de
aproximadamente el 50 al 100 %, o aproximadamente del 60 al 100 % o aproximadamente del 70 al 100 % o
aproximadamente del 80 al 100 % o aproximadamente del 85, 90, 95 al 100 % a lo largo de toda la secuencia o de la
porcién de las secuencias) a a), b), c) o d);

f) un polinucledtido que comprende una secuencia sustancialmente complementaria (p. €j., una complementariedad
de aproximadamente el 50 al 100 %, o aproximadamente del 60 al 100 % o aproximadamente del 70 al 100 % o
aproximadamente del 80 al 100 % o aproximadamente del 85, 90, 95 al 100 % a lo largo de toda la secuencia o de la
porcion de las secuencias) a a), b), ¢) o d);

g) un fragmento de una cualquiera de a) a f); y
h) una genoteca que comprende una cualquiera de a) a g)
en el diagnéstico de una afeccion relacionada con la remodelacién 6sea (una osteopatia).

También se describen en la presente memoria kits para el diagnostico de una afeccién relacionada con la
remodelacion 6sea. El kit puede comprender un polinucleétido como se describe en la presente memoria.

También se describe en la presente memoria un polipéptido aislado (secuencia polipeptidica) implicado en la
diferenciacion de los osteoclastos (en un mamifero o en una célula de mamifero del mismo). El polipéptido puede
comprender (0 consistir en) una secuencia seleccionada del grupo que consiste en:

a) una cualquiera de SEQ ID n.° 48 a 80,

b) un polipéptido que puede estar codificado y/o esta codificado por una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a 33, SEQ ID n.°
85 0 SEQ ID n.° 86 (su porcion codificante),

¢) un fragmento biol6gicamente activo de uno cualquiera de a) o b),
d) un analogo biolégicamente activo de uno cualquiera de a) o b).

De acuerdo con la presente invencion, el analogo biolégicamente activo puede comprender, por ejemplo, al menos
una sustitucion de aminoéacido (conservativa 0 no conservativa) en comparacion con la secuencia original. De
acuerdo con la presente invencion, el andlogo puede comprender, por ejemplo, al menos una sustitucion, delecion o
insercion de amino&cido en su secuencia de aminoacidos.

La sustitucibn puede ser conservativa o no conservativa. El andlogo polipeptidico puede ser un anéalogo
biolégicamente activo o un analogo inmunégeno que puede comprender, por ejemplo, al menos una sustitucion de
aminoacidos (conservativa 0 no conservativa), por ejemplo, 1 a 5, 1 a 10, 1 a 15, 1 a 20, 1 a 50, etc. (incluido
cualquier namero entre ellos) en comparacién con la secuencia original. Un analogo inmunégeno puede comprender,
por ejemplo, al menos una sustitucion de aminoacido en comparacion con la secuencia original y puede aun ser
fijado por un anticuerpo especifico contra la secuencia original.
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De acuerdo con la presente invencion, un fragmento polipeptidico puede comprender, por ejemplo, al menos 6
aminoacidos consecutivos, al menos 8 aminoacidos consecutivos 0 mas, de una secuencia de aminoacidos descrita
en la presente memoria.

También se describe en la presente memoria una composicion farmacéutica que puede comprender, por ejemplo, un
polipéptido como se describe en la presente memoria y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En la presente memoria se dan a conocer procedimientos para modular la diferenciacion de los osteoclastos en un
mamifero que lo necesita (0o en una célula de mamifero), en donde dichos procedimientos pueden comprender la
administracion de un polipéptido aislado (p. ej., capaz de favorecer la diferenciaciéon de los osteoclastos) o una
composicion farmacéutica adecuada descrita en la presente memoria.

En otros aspectos, la presente invencion se refiere al uso de un polipéptido aislado (p. ej., capaz de favorecer la
diferenciacion de los osteoclastos) para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad
asociada a una osteoclasia insuficiente.

Los procedimientos para mejorar la osteoclasia en un individuo que los necesita también estan abarcados por este
documento, en donde dicho procedimiento puede comprender, por ejemplo, la administracion de un polipéptido
aislado (p. ej, capaz de inhibir la diferenciacion de los osteoclastos) o de composiciones farmacéuticas adecuadas
gue pueden comprender tal polipéptido.

De acuerdo con la presente invencion, el mamifero puede padecer, por ejemplo, una afeccion seleccionada del
grupo que consiste en osteoporosis, osteopenia, osteomalacia, hiperparatiroidismo, hipertiroidismo, hipogonadismo,
tirotoxicosis, mastocitosis sistémica, hipofosfatasia adulta, hipercorticalismo, osteogénesis imperfecta, enfermedad
de Paget, enfermedad/sindrome de Cushing, sindrome de Turner, enfermedad de Gaucher, sindrome de Ehlers-
Danlos, sindrome de Marfan, sindrome de Menkes, sindrome de Fanconi, mieloma mudltiple, hipercalciemia,
hipocalciemia, artritis, periodontitis, raquitismo (incluido el raquitismo dependiente de vitamina D de tipos | y II, y el
hipofosfatémico ligado al cromosoma X), fibrogénesis imperfecta 6sea, trastornos osteoescleréticos tales como
picnodisostosis y el dafio ocasionado por procesos inflamatorios mediados por macrofagos, etc.

AUn en otro aspecto, la presente invencion se refiere al uso de un polipéptido capaz de inhibir la diferenciacion de los
osteoclastos en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad de osteoclasia en un
individuo que lo necesita.

También se describe en la presente memoria un compuesto y el uso de un compuesto capaz de inhibir (p. €j., en una
célula precursora de osteoclasto) la actividad o expresion de un polipéptido que se puede seleccionar, por ejemplo,
del grupo que consiste en SEQ ID n.° 48 a 80 o un polipéptido codificado por la SEQ ID n.° 85 o por la SEQ ID n.°
86, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de una osteopatia en un individuo que lo necesita.

También se describe en la presente memoria un procedimiento para diagnosticar una afeccion relacionada con un
trastorno o enfermedad osteoclasica en un individuo que lo necesita. El procedimiento puede comprender, por
ejemplo, cuantificar un polinucledtido descrito en la presente memoria, tal como, por ejemplo, un polinucleétido
seleccionado del grupo que consiste en los que comprenden o consisten en (a) SEQ IDn.°1 a 33, SEQID n.°85 o
SEQ ID n.° 86, (b) un polinucleétido que puede comprender el marco abierto de lectura de SEQ ID n.° 1 a 33, SEQ
ID n.° 85 0 SEQ ID n.° 86, (c) un polinucleétido que puede comprender una porcién transcrita 0 que se puede
transcribir de una cualquiera de las SEQ ID n° 1 a SEQ ID n.° 33, SEQ ID n.° 85 0 SEQ ID n.° 86, (d) un
polinucleétido que puede comprender una porcidn traducida o traducible de una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a SEQ
ID n.° 33, SEQ ID n.° 85 0 SEQ ID n.° 86, (e) secuencias sustancialmente idénticas a una cualquiera de (a) a (d); (f)
secuencias sustancialmente complementarias a una cualquiera de (a) a (e), 0 una secuencia polipeptidica que se
puede seleccionar, por ejemplo, del grupo que consiste en SEQ ID n.° 48 a 80 o un polipéptido codificado por SEQ
ID n.° 85 0 SEQ ID n.° 86, y analogos de los mismos en una muestra del individuo en comparacién con un valor
estandar o normal.

También se describe en la presente memoria un ensayo y procedimiento para identificar un gen y/o proteina
implicado en la remodelacién 6sea. El ensayo y procedimiento puede comprender silenciar un gen endégeno de una
célula de osteoclasto y suministrar la célula con un gen (o proteina) candidato. Un gen (o proteina) candidato
implicado positivamente en la remodelacion 6sea se puede identificar por su capacidad para complementar el gen
enddgeno silenciado. Por ejemplo, un gen candidato implicado en la diferenciacion de los osteoclastos
proporcionado a una célula en la cual se ha silenciado un gen endégeno puede permitir que la célula se diferencie
en presencia de un inductor tal como, por ejemplo, RANKL.

También se describe en la presente memoria una célula que expresa una forma exdégena de uno cualquiera de los
polipéptidos (que incluyen variantes, analogos, etc.) o de los polinucledtidos de la presente invencidn (que incluyen
secuencias sustancialmente idénticas, secuencias sustancialmente complementarias, fragmentos, variantes,
ortélogos, etc.).

La célula puede ser, por ejemplo, un osteocito. La célula puede ser un osteoclasto (en cualquier nivel de
diferenciacion).
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Tal y como se utiliza en la presente memoria, la terminologia «forma exégena» se tiene que entender en la presente
memoria como una forma que no se expresa de forma natural en la célula en cuestion.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un anticuerpo (p. ej, anticuerpo aislado), o fragmento de fijacién al
antigeno del mismo, que puede fijarse especificamente a una proteina o polipéptido descrito en la presente
memoria. El anticuerpo puede ser, por ejemplo, un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo policlonal, un anticuerpo
generado mediante las tecnologias de DNA recombinante. El anticuerpo se puede originar, por ejemplo, de ratén, de
rata o de cualquier otro mamifero.

El anticuerpo también puede ser un anticuerpo humano que se puede obtener, por ejemplo, de un mamifero no
humano transgénico capaz de expresar los genes de Ig humana. El anticuerpo también puede ser un anticuerpo
humanizado que puede comprender, por ejemplo, una 0 mas regiones determinantes de complementariedad de
origen no humano. También puede comprender un resto de superficie de un anticuerpo humano y/o regiones marco
de un anticuerpo humano. El anticuerpo puede ser también un anticuerpo quimérico que puede comprender, por
ejemplo, dominios variables de un anticuerpo no humano y dominios constantes de un anticuerpo humano.

Los anticuerpos adecuados pueden también incluir, por ejemplo, un fragmento fijador de antigeno, un fragmento
Fab, un fragmento F(ab'), y un fragmento Fv; o un anticuerpo de cadena Unica que comprende un fragmento fijador
de antigeno (p. €j., un Fv monocatenario).

El anticuerpo puede mutarse y seleccionarse basandose en un incremento de la afinidad y/o de la especificidad para
uno de un polipéptido descrito en la presente memoria y/o basado en una reduccion de la inmunogenia en un
hospedador deseado.

El anticuerpo puede comprender adicionalmente un marcador detectable unido a éste.

En la presente memoria se describe un procedimiento para producir anticuerpos capaces de fijarse a uno de un
polipéptido, fragmentos polipeptidicos o anélogos polipeptidicos descritos en la presente memoria, pudiendo
comprender el procedimiento:

a) inmunizar un mamifero (p. ej, raton, un mamifero transgénico capaz de producir Ig humana, etc.) con una cantidad
adecuada de una PSEQ descrita en la presente memoria que incluye, por ejemplo, un fragmento polipeptidico que
comprende al menos 6 amino&cidos consecutivos de una PSEQ;

b) recoger el suero de un mamifero; y
¢) aislar los anticuerpos especificos contra el polipéptido que hay en el suero del mamifero.
El procedimiento puede ademéas comprender la etapa de administrar una segunda dosis al animal.

También se describe en la presente memoria un procedimiento para producir un hibridoma que secreta un
anticuerpo que se fija a un polipéptido descrito en la presente memoria, pudiendo comprender el procedimiento:

a) inmunizar un mamifero (p. e€j., ratén, un mamifero transgénico capaz de producir Ilg humana, etc.) con una
cantidad adecuada de una PSEQ del mismo;

b) obtener linfocitos del animal inmunizado obtenido de (a);
c) fusionar los linfocitos con una célula inmortalizada para producir células hibridas; y
d) seleccionar las células hibridas que producen anticuerpos que se fijan especificamente a una PSEQ del mismo.

También se describe en la presente memoria un procedimiento para producir un anticuerpo que se fija a uno del
polipéptido descrito en la presente memoria, pudiendo comprender el procedimiento:

a) sintetizar una coleccién de anticuerpos (fragmento fijador del antigeno) en fagos o ribosomas;

b) escrutar repetidamente la coleccién contra una muestra poniendo en contacto el fago o los ribosomas con una
composicion que comprende un polipéptido o fragmento polipeptidico descrito en la presente memoria;

c) aislar el fago que se fija al polipéptido o fragmento polipeptidico; y
d) obtener un anticuerpo del fago o de los ribosomas.

El anticuerpo descrito en la presente memoria puede obtenerse asi, por ejemplo, a partir de una genoteca (p. €j.,
genoteca en bacteriéfagos) que se puede preparar, por ejemplo, mediante

a) extraccion de las células que son responsables de la produccion de anticuerpos en un mamifero hospedador;

b) aislamiento del RNA de las células de (a);
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c) retrotranscripcion del mRNA para producir cDNA,;
d) amplificacién del cDNA con un cebador (especifico de anticuerpo); y

e) insercion del cDNA de (d) en un vector para visualizaciéon en fagos o casete de visualizacion en ribosomas de tal
forma que los anticuerpos se expresan en el fago o en los ribosomas.

El animal hospedador se puede inmunizar con el polipéptido y/o un fragmento polipeptidico y/o anélogo descrito en
la presente memoria para inducir una respuesta inmunitaria antes de extraer las células que son responsables de la
produccién de los anticuerpos.

En la presente memoria se describe un kit para ensayar especificamente un polipéptido descrito en la presente
memoria, en donde el kit puede comprender, por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo capaz de fijarse
especificamente al polipéptido descrito en la presente memoria.

La presente invencion contempla adicionalmente anticuerpos que pueden fijarse a la PSEQ. Los anticuerpos
adecuados pueden fijarse a regiones antigénicas o epitopos Unicos en los polipéptidos, o una porcion de los mismos.
Los epitopos y las regiones antigénicas Utiles para generar anticuerpos se pueden hallar en el interior de las
proteinas, polipéptidos o péptidos mediante los procedimientos disponibles para el experto en la técnica. Por
ejemplo, se pueden identificar secuencias peptidicas Unicas y cortas en las proteinas y polipéptidos que tienen poca
0 ninguna homologia con secuencias de aminoacidos conocidas. Preferiblemente, la region de una proteina
seleccionada para que actlie como un epitopo o antigeno peptidicos no es completamente hidr6foba; las regiones
hidréfilas son preferibles porque estas regiones probablemente constituyen epitopos de superficie en vez de
regiones internas de las proteinas y de los polipéptidos. Estos epitopos de la superficie se detectan mas facilmente
en las muestras en las que se analizd la presencia de las proteinas y los polipéptidos. Tales anticuerpos pueden
incluir, pero sin limitarse a ellos, anticuerpos policlonales, monoclonales, quiméricos y de una sola cadena,
fragmentos Fab y fragmentos producidos mediante una genoteca de expresion de Fab. La produccion de
anticuerpos la conoce bien el experto en la técnica.

Los péptidos pueden fabricarse mediante cualquier procedimiento conocido por el experto en la técnica, por ejemplo,
con el uso de los procedimientos de sintesis quimica o traduccion in vitro. Los péptidos cortos que proporcionan un
epitopo antigénico, pero que por si mismos son demasiado pequefios para inducir una respuesta inmunitaria,
pueden conjugarse a un vehiculo adecuado. Los vehiculos adecuados y los métodos de conexidon se conocen bien
en la técnica. Los vehiculos adecuados son tipicamente macromoléculas grandes tales como proteinas,
polisacéridos y polimeros de aminoacidos. Los ejemplos incluyen seroalbiminas, hemocianina de lapa gigante
(Megathura crenulata), ovalbdmina, polilisina y similares. El experto en la técnica puede utilizar los procedimientos
disponibles y los reactivos de acoplamiento para conectar el epitopo peptidico deseado a tal vehiculo. Por ejemplo,
se pueden utilizar reactivos de acoplamiento para formar puentes disulfuro o enlaces tioéter desde el vehiculo al
péptido de interés. Si el péptido carece de un grupo disulfuro, se puede proporcionar uno mediante la adiciéon de un
resto de cisteina. Alternativamente, el acoplamiento se puede llevar a cabo mediante la activacion de grupos
carboxilo.

El tamafio minimo de los péptidos Utiles para obtener anticuerpos especificos de antigeno puede variar
ampliamente. El tamafio minimo debe ser suficiente para proporcionar un epitopo antigénico que es especifico de la
proteina o del polipéptido. El tamafio maximo no es critico a menos que se desee obtener anticuerpos contra un
epitopo concreto. Por ejemplo, un polipéptido grande puede comprender varios epitopos, un epitopo que es
particularmente Util y un segundo epitopo que es inmunodominante. Tipicamente, los péptidos antigénicos
seleccionados entre las presentes proteinas y polipéptidos oscilaran de 5 a aproximadamente 100 aminoéacidos de
longitud. Sin embargo, mas tipicamente, tal péptido antigénico tendra un maximo de unos 50 aminoacidos de
longitud y preferiblemente un maximo de unos 30 aminoacidos. Normalmente suele ser deseable seleccionar una
secuencia de unos 6, 8, 10, 12 o 15 amino&cidos, hasta unos 20 o 25 aminoécidos.

Las secuencias de aminoacidos que comprenden epitopos Utiles pueden identificarse de una serie de maneras. Por
ejemplo, la preparacion de una serie de péptidos cortos que en conjunto extienden la secuencia de la proteina
completa se puede utilizar para escrutar la secuencia de la proteina completa. El experto en la técnica puede
analizar sistematicamente en unos pocos polipéptidos grandes la presencia de un epitopo que muestra una
reactividad deseada y también analizar progresivamente los fragmentos que se solapan y mas pequefios para
identificar un epitopo preferible con la especificidad y la reactividad deseadas.

Los polipéptidos y péptidos antigénicos son Utiles para producir anticuerpos monoclonales y policlonales. Se pueden
generar anticuerpos contra un polipéptido codificado por los polinucleétidos de NSEQ, analogos polipeptidicos o
porciones de los mismos mediante los procedimientos que se conocen bien en la técnica. Tales anticuerpos pueden
incluir, pero sin limitarse a ellos, anticuerpos policlonales, monoclonales, quiméricos y de una sola cadena,
fragmentos Fab y fragmentos producidos por una genoteca de expresion de Fab. Los anticuerpos neutralizantes,
tales como los que inhiben la formacion de dimeros, se prefieren especialmente para el uso terapéutico. Los
anticuerpos monoclonales pueden prepararse mediante cualquier técnica que garantice la produccién de moléculas
de anticuerpo mediante el cultivo continuo de lineas celulares. Estas incluyen, pero sin limitarse a ellas, técnicas de

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2397441 T3

los hibridomas, el hibridoma de linfocitos B humanos y el EBV-hibridoma. Ademas, se pueden utilizar técnicas
desarrolladas para la produccion de anticuerpos quiméricos. Alternativamente, se pueden emplear las técnicas
descritas para la producciéon de anticuerpos de una sola cadena. También se pueden generar Fab que pueden
contener sitios de fijacion especificos para un polipéptido codificado por los polinucleétidos de NSEQ, o una porcién
de la misma. Se pueden utilizar varios inmunoensayos para identificar anticuerpos que tienen la especificidad
deseada. Se conocen bien en la técnica muchos protocolos para ensayos inmunorradiométricos o de fijacion
competitiva que utilizan bien anticuerpos monoclonales o policlonales con especificidades establecidas.

Para obtener anticuerpos policlonales, un animal determinado se puede inmunizar con una proteina o con un
polipéptido. El suero del animal se puede recoger y tratar de acuerdo con los procedimientos conocidos. Luego, los
anticuerpos policlonales contra la proteina o contra el polipéptido de interés se pueden purificar mediante
cromatografia de afinidad. Las técnicas para producir antisueros policlonales se conocen bien en la técnica.

Los anticuerpos monoclonales (Acm) se pueden generar mediante uno de los muchos procedimientos disponibles
para el experto en la técnica, por ejemplo, mediante la fusion de las células productoras del anticuerpo con células
inmortalizadas, mediante lo cual se construye un hibridoma. La metodologia general para la fusién de los linfocitos B
productores de anticuerpo a una linea celular inmortal se encuentra bien dentro del campo de accién de un experto
en la técnica. Otro ejemplo es la generacion de Acm a partir del mRNA extraido de la médula ésea y de los
esplenocitos de animales inmunizados mediante la tecnologia de genotecas combinatorias de anticuerpos.

Un inconveniente de los Acm procedentes de animales o de lineas celulares derivadas es que, aunque se pueden
administrar a un paciente para propositos diagndésticos o terapéuticos, a menudo son reconocidos como antigenos
extrafios por el sistema inmunitario y resultan inapropiados para el uso continuado. Los anticuerpos que no son
reconocidos como antigenos extrafios por el sistema inmunitario humano tienen un potencial mayor para el
diagnostico y el tratamiento. Los procedimientos para generar anticuerpos humanos y humanizados se conocen bien
ahora en la técnica.

Se pueden construir anticuerpos quiméricos en los cuales las regiones de un Acm no humano estan reemplazadas
por sus homoélogos humanos. Un anticuerpo quimérico preferible es uno que tiene secuencias de aminoéacidos que
comprenden una o mas regiones determinantes de complementariedad (CDR, por su nombre en inglés) de un Acm
no humano que se fija a un polipéptido codificado por los polinucleétidos de NSEQ, o una porcion de los mismos,
injertada en regiones marco (FW, por su nombre en inglés) humanas. Los procedimientos para fabricar tales
anticuerpos se conocen bien en la técnica. Los restos de amino4cidos que corresponden a las CDR y las FW los
conoce el experto en la técnica.

Se han desarrollado multitud de procedimientos para preservar o mejorar la afinidad por el antigeno que presentan
los anticuerpos que comprenden las CDR injertadas. Una manera es incluir en el anticuerpo quimérico los restos del
marco foraneo que influyen en la conformacién de la regiones CDR. Una segunda manera es injertar las CDR
fordneas en los dominios variables humanos con la homologia mas préxima a la region variable foranea. Asi pues, el
injerto de una o mas CDR humanas en un anticuerpo humano también puede implicar la sustitucion de los restos
aminoacidicos que son adyacentes a una secuencia de CDR patrticular o que no son contiguos a la secuencia de la
CDR, sino que estan empaquetados contra la CDR en la estructura global del dominio variable del anticuerpo y que
afectan la conformacion de la CDR. Por lo tanto, los anticuerpos humanizados incluyen los anticuerpos humanos que
comprenden una o mas CDR no humanas, asi como tales anticuerpos en los que se han realizado otras
sustituciones o reemplazos para conservar 0 mejorar las caracteristicas fijadoras.

Los anticuerpos quiméricos también incluyen anticuerpos que se han humanizado mediante el reemplazo de los
restos expuestos en la superficie que hacen que el Acm parezca humano. Dado que el empaquetamiento interno de
los restos aminoacidicos en la vecindad del sitio de fijacion al antigeno permanece inalterado, se preserva la
afinidad. La sustitucién de los restos expuestos en la superficie de un polipéptido codificado por los polinucleétidos
del anticuerpo contra la NSEQ (o una porcién de la misma) de acuerdo con la invencidon para el propésito de la
humanizacion no significa la sustitucion de los restos de la CDR o de los restos adyacentes que influyen en la
afinidad por un polipéptido codificado por los nucledtidos de NSEQ, o una porcion de la misma.

Los anticuerpos quiméricos también pueden incluir anticuerpos en los que algunos o todos los dominios constantes
no humanos han sido reemplazados por el equivalente en los humanos. Esta estrategia tiene la ventaja de que el
sitio de fijacion al antigeno permanece intacto. Sin embargo, pueden estar presentes cantidades significativas de
secuencias no humanas, en donde los dominios variables proceden completamente de anticuerpos no humanos.

Los anticuerpos descritos en la presente memoria incluyen anticuerpos humanos (p. €j., humanizados) que son
anticuerpos que consisten esencialmente en secuencias humanas. Los anticuerpos humanos se pueden obtener de
genotecas de visualizacion en fagos, en donde las combinaciones de los dominios variables humanos de las
cadenas ligera y pesada se visualizan sobre la superficie de fagos filamentosos. Las combinaciones de los dominios
variables se visualizan tipicamente en el fago filamentoso en forma de Fab o de scFv. La genoteca se puede
escrutar para detectar las combinaciones de dominios variables que tienen las caracteristicas de fijacion al antigeno
deseadas que aparecen en los fagos. Las combinaciones de dominios variables preferibles se caracterizan por una
elevada afinidad por un polipéptido codificado por los polinucleétidos de NSEQ, o una porcién de la misma. Las
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combinaciones de dominios variables preferibles también se pueden caracterizar por una elevada especificidad por
un polipéptido codificado por los polinucleétidos de NSEQ, o una porcién de la misma, y por una escasa reactividad
cruzada con otros antigenos relacionados. Al escrutar con repertorios muy grandes de fragmentos de anticuerpos, (2
a 10 x 1010) se puede aislar una buena diversidad de Acm de elevada afinidad, y se espera que muchos tengan una
afinidad de orden subnanomolar por un polipéptido codificado por los polinucleétidos de NSEQ, o una porcién de la
misma.

Alternativamente, se pueden obtener anticuerpos humanos a partir de animales transgénicos en los que se han
introducido segmentos del gen de Ig humana sin reorganizar y en los que se han inactivado los genes de Ig de raton
endogenos. Los animales transgénicos preferibles contienen fragmentos del gen de Ig contiguos muy grandes que
tienen un tamafio superior a 1 Mb, pero los Acm especificos contra el polipéptido humano de moderada afinidad se
pueden generar de animales transgénicos que contienen locus génicos mas pequefios. Animales transgénicos
capaces de expresar soélo los genes de Ig humana se pueden utilizar también para generar antisuero policlonal que
comprende anticuerpos s6lo de origen animal.

Los anticuerpos descritos en la presente memoria pueden incluir aquéllos para los cuales se han mejorado la
caracteristicas de fijacion mediante la mutacion directa o mediante métodos de maduracion de la afinidad. La
afinidad y la especificidad se pueden modificar o mejorar mediante la mutacién de las CDR y mediante el escrutinio
de los sitios de fijacion al antigeno que tienen las caracteristicas deseadas. Las CDR se pueden mutar de muchos
modos. Una manera es aleatorizar cada resto o combinaciones de restos de tal forma que en una poblacién de sitios
fijadores de antigeno por lo demas idénticos, los veinte aminoacidos se pueden encontrar en posiciones concretas.
Alternativamente, se pueden inducir mutaciones a lo largo de un margen de restos de CDR mediante métodos de
PCR propensos al error. Los vectores de visualizacién en fagos que contienen el gen de la region variable de las
cadenas ligera y pesada se pueden propagar en cepas mutadoras de E. coli. Estos métodos de mutagénesis son
ilustrativos de los muchos procedimientos conocidos por el experto en la técnica.

Los anticuerpos descritos en la presente memoria pueden incluir anticuerpos completos anti-polipéptido, asi como
fragmentos de anticuerpo y derivados que comprenden un sitio de fijacion por un polipéptido codificado por los
polinucledtidos de NSEQ, o una porcion de los mismos. Los derivados son macromoléculas que comprenden un sitio
de fijacion unido a un dominio funcional. Los dominios funcionales pueden incluir, pero sin limitarse a ellos, dominios
de sefializacion, toxinas, enzimas y citocinas.

Los anticuerpos obtenidos por los medios descritos en la presente memoria pueden ser Utiles para detectar
proteinas, variantes y polipéptidos derivados en los tejidos especificos o en los liquidos corporales. Ademas, la
deteccién de fragmentos proteicos o proteinas expresados de forma aberrante es una prueba de un estado
patoldgico. Por ejemplo, la expresion de los polipéptidos presentes codificados por los polinucleétidos de la NSEQ, o
una porcion de la misma, puede indicar que la proteina se estan expresando a un ritmo inadecuado o en una etapa
del desarrollo inadecuada. Por consiguiente, los presentes anticuerpos pueden ser Utiles para detectar
enfermedades asociadas a la expresion de la proteina de las NSEQ descritas en la presente memoria.

Se conocen bien en la técnica una serie de protocolos para medir los polipéptidos, entre ellos ELISA, RIAy FACS, y
proporcionan una base para diagnosticar los niveles de expresién andmalos o alterados. Los valores estandares
para la expresion polipeptidica se establecen mediante la combinacién de muestras tomadas de sujetos sanos,
preferiblemente humanos, con anticuerpos contra el polipéptido en condiciones para la formacién de complejos. La
cantidad de complejo formado se puede cuantificar mediante distintos procedimientos, tales como medios
fotométricos. La cantidad de polipéptido expresado en las muestras de la enfermedad se puede comparar con los
valores estandares. La desviacion entre los valores estandares y el problema podria establecer los parametros para
diagnosticar o monitorizar una enfermedad.

El disefio de los inmunoensayos esta sujeto a una gran cantidad de variaciones y se conocen muchos de ellos en la
técnica. Los inmunoensayos pueden utilizar un reactivo de anticuerpo monoclonal o policlonal que se dirige contra
un epitopo del antigeno a ensayar. Alternativamente, puede utilizarse una combinacion de anticuerpos monoclonales
y policlonales que se dirigen contra mas de un epitopo. Los protocolos se pueden basar, por ejemplo, en la
competicién, donde se pueden utilizar ensayos competitivos de escrutinio de farmacos en los que los anticuerpos
neutralizantes capaces de fijarse al polipéptido codificado por los polinucleétidos de NSEQ, o una porcion de la
misma, compiten especificamente con un compuesto problema por la fijacién al polipéptido. Alternativamente se
pueden utilizar reacciones directas entre el anticuerpo y el antigeno o ensayos de tipo sandwich, y los protocolos
pueden, por ejemplo, servirse de soportes sélidos o de inmunoprecipitacion. Ademas, para facilitar la deteccion, los
anticuerpos pueden estar marcados con una molécula indicadora. También se conocen los ensayos que amplifican
la sefial de un reactivo fijado. Los ejemplos incluyen inmunoensayos que utilizan avidina y biotina o que utilizan
anticuerpos marcados con enzimas o conjugados de antigenos, tal como los ensayos por ELISA.

Los kits adecuados para el inmunodiagnéstico y que contienen los reactivos marcadores apropiados incluyen los
anticuerpos dirigidos contra los epitopos o regiones antigénicas de la proteina en polipéptidos, envasados
apropiadamente con los reactivos restantes y los materiales necesarios para la realizacion del ensayo, asi como un
conjunto adecuado de instrucciones para el ensayo.
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También se da a conocer en la presente memoria un kit para ensayar especificamente un polipéptido descrito en la
presente memoria, en donde el kit puede comprender, por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo capaz
de fijarse especificamente al polipéptido descrito en la presente memoria.

El kit puede ser un kit de diagnéstico, que puede comprender:
a) uno o mas anticuerpos descritos en la presente memoria; y
b) un reactivo de deteccion que puede comprender un grupo indicador.

Los anticuerpos pueden estar inmovilizados sobre un soporte sélido. El reactivo de deteccién puede comprender, por
ejemplo, una antinmunoglobulina, proteina G, proteina A o lectina, etc. El grupo indicador se puede seleccionar, sin
limitacion, del grupo que consiste en radioisotopos, grupos fluorescentes, grupos luminiscentes, enzimas, biotina y
particulas colorantes.

También se describe en la presente memoria un procedimiento para identificar un compuesto inhibidor (que inhibe,
antagonista) que puede ser capaz de perturbar la funcion (actividad) o expresion de un polipéptido descrito en la
presente memoria, tal como, por ejemplo, los que se pueden seleccionar del grupo que consiste en SEQ ID n.° 48 a
80 o un polipéptido codificado por la SEQ ID n.° 85 o por la SEQ ID n.° 86, y analogos de las mismas. El
procedimiento puede comprender poner en contacto el polipéptido o una célula que expresa el polipéptido con un
compuesto candidato y medir la funcion (actividad) o la expresién del polipéptido. Una reduccion en la funcion o de la
actividad del polipéptido (en comparacion con la ausencia del compuesto candidato) puede identificar positivamente
un compuesto inhibidor idéneo.

La falta de funcion o actividad se puede relacionar con una reduccion de la capacidad del polipéptido para favorecer
la diferenciacion de los osteoclastos, tal como la diferenciacién de los osteoclastos inducida por un inductor descrito
en la presente memoria 0 conocido en la técnica.

La célula puede, de forma no natural (enddégenamente), expresar (el polipéptido puede no expresarse
sustancialmente en una célula) el polipéptido o analogo o, alternativamente, se puede reprimir la expresién de un
andlogo del polipéptido expresado de forma natural.

Por ejemplo, un procedimiento adecuado para escrutar un inhibidor de SEQ ID n.° 1 puede comprender la represion
de la expresion del ortdlogo de raton de SEQ ID n.° 25 en una célula de osteoclasto de raton y evaluar la
diferenciacion de la célula de osteoclasto que comprende la SEQ IND n.° 1 en presencia o ausencia de un inhibidor
candidato y, por ejemplo, un inductor de la diferenciacién de los osteoclastos (p. ej., RANKL).

También se describe en la presente memoria un procedimiento para identificar un compuesto inhibidor (que inhibe,
antagonista) capaz de perturbar la funcion (actividad) o la expresién de un polipéptido tal como, por ejemplo, SEQ ID
n.° 1 o SEQ ID n.° 2. El procedimiento puede comprender, por ejemplo, poner en contacto el polipéptido (aislado) o
una célula que expresa el polipéptido con un compuesto candidato y medir la funcién (actividad) o la expresion del
polipéptido. Una reduccién en la funcién o de la actividad del polipéptido (en comparaciéon con la ausencia del
compuesto candidato) puede, por lo tanto, identificar un compuesto inhibidor adecuado.

De acuerdo con la presente invencion, la funcién o actividad perturbada puede estar asociada, por ejemplo, a una
reduccion de la capacidad del polipéptido para inhibir o favorecer la diferenciacion de los osteoclastos.

La célula utilizada para llevar a cabo el andlisis de escrutinio puede expresar de forma no natural (endégenamente)
el polipéptido o analogos o, alternativamente, se puede reprimir la expresion de un analogo del polipéptido
expresado de forma natural.

También se describe en la presente memoria un procedimiento para identificar un regulador positivo o negativo de la
diferenciacion de los osteoclastos. El procedimiento puede comprender, por ejemplo, realizar un efecto paralizante
como el descrito en la presente memoria. El procedimiento puede comprender mas en particular a) proporcionar una
célula de osteoclasto con un compuesto (p. €j., SiRNA) capaz de inhibir especificamente una secuencia diana (p. €j.,
un polinucledtido o polipéptido como el descrito en la presente memoria), b) inducir la diferenciacion (p. ej., con un
inductor tal como, por ejemplo, RANKL) y c¢) determinar el nivel de diferenciacion de la célula de osteoclasto (p. €j.,
medir el nimero de células diferenciadas, su velocidad de diferenciacion, marcador especifico de la diferenciacion,
etc.).

Tras la inhibicion de un regulador positivo, el nivel de diferenciacion de los osteoclastos aparecera bajo. Tras la
inhibicion de un regulador negativo, el nivel de diferenciacion de los osteoclastos aparecera elevado.

Otro procedimiento para identificar un regulador positivo o negativo de la diferenciacion de los osteoclastos es a)
proporcionar una célula con una de las secuencias diana descritas en la presente memoria (polipéptido o
polinucleétido capaz de expresar un polipéptido) b) inducir la diferenciaciéon (p. ej., con un inductor tal como, por
ejemplo, RANKL) y c¢) determinar el nivel de diferenciacion de las células de osteoclastos (p. €j., medir el nimero de
células diferenciadas, su velocidad de diferenciacion, marcador especifico de diferenciacion, etc.).
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Una célula dada a conocer con un regulador positivo de la diferenciacién de los osteoclastos puede incrementar su
nivel de diferenciacion. Una célula proporcionada con una regulador negativo de la diferenciacion de los osteoclastos
puede disminuir su nivel de diferenciacion.

También se describe en la presente memoria un procedimiento para identificar un compuesto capaz de interferir con
la diferenciacion de los osteoclastos, en donde el procedimiento puede comprender poner en contacto una célula
que incluye una secuencia polinucleotidica no endégena que comprende una cualquiera de SEQ ID n.°1 a 33,85 u
86 (una porcion codificante) y cuantificar (p. ej, el nimero de) osteoclastos diferenciados. Una reduccion de la
diferenciacion de los osteoclastos en presencia del compuesto en comparaciéon con la ausencia del compuesto
puede ser indicativa de un antagonista de la diferenciacion de los osteoclastos, mientras que un incremento de la
diferenciacion de los osteoclastos en presencia del compuesto en comparaciéon con la ausencia del compuesto
puede ser indicativa de un agonista de la diferenciacion de los osteoclastos.

La célula puede también comprender una forma endégena de un polinucleétido.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, la terminologia «enddgena» significa una sustancia que se origina de
forma natural dentro de un organismo, tejido o célula. La terminologia «polinucleétido endégeno» se refiere a una
forma cromosomica de un polinucleétido o versiéon de RNA (hnRNA, mRNA) producida por una forma cromosémica
del polinucleétido. La terminologia «polipéptido endégeno» se refiere a la forma de la proteina codificada por un
«polinucledtido enddgeno».

Tal y como se utiliza en la presente memoria, la terminologia «no endégeno» o «exdgeno» se utiliza en oposicién a
«enddgeno» en que la sustancia se proporciona de una fuente externa, aunque se puede introducir dentro de la
célula. La terminologia «polinucleétido no endégeno» se refiere a un polinucledétido sintético introducido dentro de la
célula e incluye, por ejemplo y sin limitacién, un vector que comprende una secuencia de interés, un mRNA sintético,
un oligonucledtido que comprende una NSEQ, etc. La terminologia «polipéptido no enddgeno» se refiere a la forma
de la proteina codificada por un «polinucleétido no endégeno».

También se describe en la presente memoria un procedimiento para identificar un compuesto capaz de interferir con
la diferenciacion de los osteoclastos, en donde el procedimiento puede comprender poner en contacto una célula
gue incluye en su interior una secuencia polipeptidica no endégena que comprende una cualquiera de SEQ ID n.° 48
a 80, y cuantificar (p. €j., el nimero de) osteoclastos diferenciados. Una reduccion de la diferenciacion de los
osteoclastos en presencia del compuesto en comparacion con la ausencia del compuesto puede ser indicativa de un
antagonista de la diferenciacion de los osteoclastos, mientras que un incremento de la diferenciacion de los
osteoclastos en presencia del compuesto en comparacion con la ausencia del compuesto puede ser indicativa de un
agonista de la diferenciacion de los osteoclastos.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, la terminologia «identidad de secuencia» se refiere a nucleétidos
(consecutivos) de una secuencia nucleotidica con referencia a una secuencia nucleotidica original. La identidad se
puede comparar a lo largo de una regién o sobre la secuencia total de una secuencia de acido nucleico.

Asi pues, la «identidad» se puede comparar, por ejemplo, a lo largo de una region de 3, 4, 5, 10, 19, 20 nucleétidos
0 mas (y cualquier niumero entre ellos). Se tiene que entender en la presente memoria que entre acidos nucleicos
idénticos se pueden encontrar huecos de nucledtidos no idénticos. Por ejemplo, un polinucleétido puede tener una
identidad del 100% con otro polinucleétido sobre una porcién del mismo. Sin embargo, cuando se compara toda la
secuencia de ambos polinucleétidos, los dos polinucleétidos pueden tener un 50% de su secuencia global (total)
idéntica entre si.

Quedan abarcados por el presente documento los polinucleétidos descritos en la presente memoria o la porcion de
los mismos que tienen una identidad de secuencia de aproximadamente el 50 a aproximadamente el 100 %, o de
aproximadamente el 60 a aproximadamente el 100 %, o de aproximadamente el 70 a aproximadamente el 100 %, o
de aproximadamente el 80 a aproximadamente el 100 %, o de aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 90 %,
aproximadamente el 95 % a aproximadamente el 100 %, con un polinucleétido original. Los expertos en la técnica
saben que un polinucledtido que tiene una identidad de aproximadamente el 50 % a aproximadamente el 100%
puede funcionar (p. €j., hibridarse a una secuencia sustancialmente complementaria) de una manera similar a un
polinucleétido original y, por lo tanto, puede utilizarse en lugar de un polinucleétido original. Por ejemplo un
polinucledtido (una secuencia de acido nucleico) puede comprender o tener de aproximadamente el 50 al 100 % de
identidad con un polinucleétido original sobre una regién definida y todavia puede funcionar con la misma eficacia o
suficiencia.

El porcentaje de identidad puede determinarse, por ejemplo, con un algoritmo GAP, BESTFIT o FASTA de la version
7.0 del Wisconsin Genetics Software Package, con el uso de las ponderaciones de los huecos por defecto.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, la terminologia «complementariedad de secuencia» se refiere a los
nucleétidos (consecutivos) de una secuencia nucleotidica que son complementarios a una secuencia nucleotidica de
referencia (original). La complementariedad se puede comparar sobre una region o sobre toda la secuencia de una
secuencia de acido nucleico.
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Los polinucledtidos descritos en la presente memoria o una porcion de los mismos que tienen una
complementariedad de secuencia de aproximadamente el 50 a aproximadamente el 100 %, o de aproximadamente
el 60 a aproximadamente el 100 %, o de aproximadamente el 70 a aproximadamente el 100 %, o de
aproximadamente el 80 % a aproximadamente el 100 %, o de aproximadamente el 85%, aproximadamente el 90 %,
de aproximadamente el 95 % a aproximadamente el 100 % con un polinucleétido original estan, por lo tanto,
englobados por este documento. Los expertos en la técnica saben que un polinucleétido que tiene una
complementariedad de aproximadamente el 50 % a aproximadamente el 100 % con una secuencia original puede
alinearse lo suficiente a esa secuencia para llevar a cabo la presente invencién (p. ej., inhibir la expresion del
polinucleétido original).

Se debe entendender en la presente memoria que un «analogo» es una molécula que tiene una actividad bioldgica y
una estructura quimica similares a la de un polipéptido descrito en la presente memoria. Un «analogo» puede tener
una similitud de secuencia con la de una secuencia original o una porcién de una secuencia original y también puede
tener una modificacién de su estructura como las explicadas en la presente memoria. Por ejemplo, un «analogo»
puede tener una similitud de secuencia de al menos el 90 % con una secuencia original o una porcién de una
secuencia original. Un «analogo» también puede tener, por ejemplo; al menos el 70 % o incluso el 50 % de similitud
de secuencia (o menos, a saber, al menos el 40 %) con una secuencia original o una porcion de una secuencia
original.

De igual forma, un «analogo» referido a un polipéptido puede tener, por ejemplo, al menos el 50 % de similitud de
secuencia con una secuencia original con una combinacién de una o varias modificaciones en un esqueleto o
cadena lateral de un aminoé&cido, o una adicién de un grupo u otra molécula, etc.

«Polinucledétido» se refiere de forma general a cualquier polirribonucleétido o polidesoxirribonucleétido, que puede
ser RNA o DNA sin modificar, o RNA o DNA modificado. «Polinucleétidos» incluye, sin limitacion, DNA
monocatenario y bicatenario, DNA que es una mezcla de regiones monocatenarias y bicatenarias, RNA
monocatenario y bicatenario y RNA que es una mezcla de regiones monocatenarias y bicatenarias, moléculas
hibridas que comprenden DNA y RNA que pueden ser monocatenarias o, mas tipicamente, bicatenarias, o una
mezcla de regiones monocatenarias y bicatenarias. Ademas, «polinucleétido» se refiere a regiones tricatenarias que
comprenden RNA o DNA o tanto RNA como DNA. La terminologia polinucle6tido también incluye DNA o RNA que
contienen una 0 mas bases modificadas y DNA o RNA con esqueletos modificados que les dan estabilidad o por
otras razones. Las bases «modificadas» incluyen, por ejemplo, bases tritiladas y bases inusuales tales como inosina.
Se pueden efectuar numerosas modificaciones al DNA y al RNA; asi pues, «polinucleétido» abarca formas
modificadas quimica, enzimética o metabdlicamente de polinucleétidos como se encuentran de forma tipica en la
naturaleza, asi como las formas quimicas de DNA y RNA caracteristicas de virus y células. «Polinucleétido» incluye,
pero sin limitarse a ellas, moléculas lineales y cerradas por los extremos. «Polinucleétido» también engloba
polinucledtidos relativamente cortos, a menudo denominados oligonucleotidos.

«Polipéptidos» se refiere a cualquier péptido o proteina que comprende dos o mas aminoacidos unidos entre si
mediante enlaces peptidicos o enlaces peptidicos modificados (a saber, isoésteres peptidicos). «Polipéptido» se
refiere tanto a cadenas cortas, que se suelen denominar péptidos, oligopéptidos u oligémeros, como a cadenas mas
largas que se suelen denominar proteinas. Tal y como se describe més arriba, los polipéptidos pueden contener
aminoacidos diferentes de los 20 aminoéacidos proteinogénicos.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, la terminologia «analogo polipeptidico» se refiere a mutantes,
variantes, quimeras, fusiones, deleciones, adiciones y cualquier otro tipo de modificacién hecha respecto a un
polipéptido dado.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, la terminologia «biolégicamente activo» se refiere a una variante o
fragmento que conserva alguna o toda la actividad bioldgica del polipéptido natural, a saber, que es capaz de
favorecer o inhibir la diferenciacion de los osteoclastos. Los polipéptidos o fragmentos de la presente invencién
también pueden incluir polipéptidos o fragmentos «inmunoldgicamente activos». Los «polipéptidos o fragmentos
inmunolégicamente activos» pueden ser Utiles para los propésitos de inmunizacion (p. ej, para generar anticuerpos).

Asi pues, los polipéptidos bioldgicamente activos en forma de los polipéptidos originales, fragmentos (modificados o
no), analogos (modificados o no), derivados (modificados o no), homélogos (modificados o no) de los polipéptidos
descritos en la presente memoria estan englobados por la presente invencién.

Por consiguiente, estara englobado por la presente memoria cualquier polipéptido que tenga una modificacion en
comparaciéon con un polipéptido original que no destruya significativamente una actividad biolégica deseada. Se
sabe bien en la técnica que se pueden efectuar una serie de modificaciones a los polipéptidos de la presente
invencion sin afectar perjudicialmente su actividad biolégica. Estas modificaciones pueden, por otra parte, mantener
o incrementar la actividad bioldgica del polipéptido original, o pueden optimizar una o mas de la particularidades (p,
ej, estabilidad, biodisponibilidad, etc.) de los polipéptidos de la presente invencién que, en algun caso, podria ser
deseable. Los polipéptidos de la presente invencion pueden comprender, por ejemplo, los que contienen secuencias
de aminoacidos modificadas bien mediante procesos naturales, tal como el procesamiento postraduccional, o bien
mediante técnicas de modificacion quimica que se conocen bien en la técnica. Las modificaciones se pueden
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producir en cualquier posicion de un polipéptido, que incluyen el esqueleto del polipéptido, las cadenas laterales de
los aminoacidos y los extremos amino y carboxilo. Se apreciara que el mismo tipo de modificacién puede estar
presente en la misma o diferente magnitud en varios sitios del polipéptido dado. De igual forma, un polipéptido dado
puede contener muchos tipos de modificaciones. Se debe entender en la presente memoria que una modificacion de
los polipéptidos descritos en la presente memoria estard englobada por la presente invencion siempre que la
actividad bioldgica sea similar a la del polipéptido original (madre).

Tal y como se explicd mas arriba, la modificacion del polipéptido puede comprender, por ejemplo, la inserciéon (por
ejemplo, adicion), delecion y sustituciéon (a saber, reemplazo) de aminoacidos, bien conservativa 0 no conservativa
(p. €j., aminoacidos D, desaminoacidos) en la secuencia polipeptidica, en donde tales cambios no alteran
sustancialmente la actividad biolégica global del polipéptido.

Ejemplos de sustituciones pueden ser las que son conservativas (a saber, cuando un resto se reemplaza por otro del
mismo tipo general o grupo) o, cuando se desee, no conservativas (a saber, cuando un resto se reemplaza por un
aminoacido de otro tipo). Ademas, un aminoacido que no se produce de forma natural puede sustituir a un
aminoacido que se produce de forma natural (a saber, sustitucién conservativa de aminoacido que no se produce en
la naturaleza o una sustitucion no conservativa de aminoacido que no se produce en la naturaleza).

Como se sabe, los aminoacidos que se producen de forma natural se pueden subclasificar en &cidos, bésicos,
neutros y polares, o neutros y apolares. Ademas, tres de los aminoéacidos codificados son aroméaticos. Puede resultar
util que los polipéptidos codificados que difieren del polipéptido determinado de la presente invenciéon contengan
sustituciones de codones para los aminoacidos, que son del mismo tipo o grupo que el aminoacido a reemplazar. Asi
pues, en algunos casos, los aminoacidos basicos Lys, Arg e His pueden ser intercambiables; los aminoacidos acidos
Asp y Glu puede ser intercambiables; los aminoacidos polares neutros Ser, Thr, Cys, GIn y Asn pueden ser
intercambiables; los aminoacidos alifaticos apolares Gly, Ala, Val, lle y Leu son intercambiables, pero debido a su
tamafo, Gly y Ala tienen una relacion mas cercana, y Val, lle y Leu tienen otra relacién cercana entre si, y los
aminoacidos aroméaticos Phe, Trp y Tyr pueden ser intercambiables.

Se debe notar ademéas que si los polipéptidos se construyen sintéticamente, también se pueden realizar
sustituciones con los aminoacidos que no estan codificados de forma natural en el DNA (aminoacido que no se
produce de forma natural o aminoacido no natural).

Un amino&cido que no se produce de forma natural se debe entender en la presente memoria que es un aminoacido
que no se produce de forma natural o que no se encuentra en un mamifero. Un aminoécido que no se produce de
forma natural comprende un aminoacido D, un aminoacido que tiene un grupo acetilaminometil conectado a un
atomo de azufre de una cisteina, un aminoacido pegilado, etc. La inclusién de un aminoacido que no se produce de
forma natural en una secuencia polipeptidica definida, por lo tanto, generara un derivado del polipéptido original. Los
aminoacidos (restos) que no se producen de forma natural incluyen también los aminoacidos w de la formula
NH2(CH2),COOH, en la que n es 2-6, aminoacidos apolares neutros, tales como sarcosina, t-butilalanina, t-
butilglicina, N-metilisoleucina, norleucina, etc. La fenilglicina puede sustituir a Trp, Tyr o Phe; la citrulina y el sulféxido
de metionina son apolares neutros, el &cido cisteico es acido y la ornitina es basica. La prolina se puede sustituir por
hidroxiprolina y conservar las propiedades que confiere la conformacién.

Se sabe en la técnica que se pueden generar andlogos mediante mutagénesis sustitutiva y que conserven la misma
actividad biolégica de los polipéptidos de la presente invencidon. Estos analogos tienen al menos un resto de
aminoacido en la molécula de la proteina retirada y un resto diferente insertado en su lugar. Por ejemplo, un sitio de
interés para la mutagénesis sustitutiva puede incluir, pero sin limitarse a ellos, sitios identificados como los centro(s)
activo(s), o sitio(s) inmunitario(s). Otros sitios de interés pueden ser aquéllos, por ejemplo, en los que determinados
restos obtenidos de diferentes especies son idénticos. Estas posiciones pueden ser importantes para la actividad
bioldgica. En la tabla A se muestran los ejemplos de sustituciones identificadas como «sustituciones conservativas».
Si tales sustituciones dan lugar a un cambio no deseado, entonces se introducen otro tipo de sustituciones,
denominadas «sustituciones ejemplares» en la tabla A, o como se describe adicionalmente en la presente memoria
en referencia a las clases de aminoéacidos, y se escrutan los productos.

En algunos casos puede resultar interesante modificar la actividad biolégica de un polipéptido mediante la
sustitucion, insercion o delecién de aminoacidos. Por ejemplo, la modificacion de un polipéptido puede dar lugar a un
incremento de la actividad biolégica del polipéptido, puede modular su toxicidad, puede dar lugar a cambios de la
biodisponibilidad o de la estabilidad, o puede modular su actividad inmunitaria o identidad inmunitaria. Las
modificaciones sustanciales de la funcion o de la identidad inmunitaria se llevan a cabo mediante la seleccion de
sustituciones cuyo efecto difiere significativamente a la hora de mantener (a) la estructura del esqueleto del
polipéptido en el area de la sustitucién, por ejemplo, como una conformacion en hoja o en hélice, (b) la carga o la
hidrofobia de la molécula en el sitio diana, o (c) el volumen de la cadena literal. Los restos que aparecen de forma
natural se dividen en grupos basandose en las propiedades comunes de la cadena lateral:

(1) hidréfobos: norleucina, metionina (Met), alanina (Ala), valina (Val), leucina (Leu), isoleucina (lle)

(2) hidrdfilos neutros: cisteina (Cys), serina (Ser), treonina (Thr)
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(3) acidos: acido aspartico (Asp), acido glutamico (Glu)
(4) basicos: asparragina (Asn), glutamina (GIn), histidina (His), lisina (Lys), arginina (Arg)

(5) restos que influyen en la orientacion de la cadena: glicina (Gly), prolina (Pro); y arométicos: triptéfano (Trp),
tirosina (Tyr), fenilalanina (Phe).

5 Las sustituciones no conservativas conllevaran el intercambio de un miembro de una estas clases por otro.

TABLA A. Sustitucion ejemplar de los aminoacidos

Resto original | Sustitucion ejemplar Sustitucion conservativa
Ala (A) Val, Leu, lle Val
Arg (R) Lys, GIn, Asn Lys
Asn (N) GlIn, His, Lys, Arg Gin
Asp (D) Glu Glu
Cys (C) Ser Ser
GIn (Q) Asn Asn
Glu (E) Asp Asp
Gly (G) Pro Pro
His (H) Asn, GIn, Lys, Arg Arg
lle (1) Leu, Val, Met, Ala, Phe, norleucina Leu
Leu (L) Norleucina, lle, Val, Met, Ala, Phe lle
Lys (K) Arg, GIn, Asn Arg
Met (M) Leu, Phe, lle Leu
Phe (F) Leu, Val, lle, Ala Leu
Pro (P) Gly Gly
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Ser Ser
Trp (W) Tyr Tyr
Tyr (Y) Trp, Phe, Thr, Ser Phe
Val (V) lle, Leu, Met, Phe, Ala, norleucina  Leu

Se tiene que entender en la presente memoria que si se mencionan un «intervalo» o «grupo» de sustancias (p. €j,
aminoacidos), «sustituyentes» o similares, o si se mencionan otros tipos de una caracteristica determinada (p. ej,
10 temperatura, presion, estructura quimica, tiempo, etc.), la presente invencion se refiere a todos y cada uno de los
miembros especificos, y a cualquier combinacién de subintervalos o subgrupos de ellos, y explicitamente los
incorpora en la presente memoria. Asi pues, cualquier intervalo o grupo especificado se debe entender como un
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modo abreviado de referirse a todos y cada uno de los miembros de un intervalo o grupo individualmente, asi como
a todos y cada uno de los posibles subintervalos o subgrupos englobados en éstos; y de igual forma con respecto a
cualquier subintervalo o subgrupos en éstos. Asi pues, por ejemplo, respecto a un porcentaje (%) de identidad de
aproximadamente el 80 al 100 %, se debe entender que en la presente memoria se incorpora especificamente el %
de todos y cada uno de los individuos, asi como el subintervalo, tal como por ejemplo 80 %, 81 %, 84,78 %, 93 %, 99
%, etc.; y de igual forma con respecto a otros parametros tales como concentraciones, elementos, etc.

Se describe en la presente memoria un polinucleétido aislado para el uso en el tratamiento y/o diagnéstico de una
osteopatia y/o para el uso en la modulacion de la diferenciacién de los osteoclastos, en donde el polinucleétido se
expresa diferencialmente en las células de osteoclasto diferenciadas en comparacion con las células precursoras de
osteoclasto sin diferenciar. El polinucleétido aislado puede comprender un miembro seleccionado entre a) un
polinucledtido que comprende una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a SEQ ID n.° 33, 85 u 86; b) un polinucleétido que
comprende el marco abierto de lectura de una cualquiera de SEQ ID n° 1 a SEQ ID n.° 33, 85 u 86; c) un
polinucleétido que comprende una porcién que se puede transcribir de una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a SEQ ID n.°
33, 85 u 86; d) un polinucledtido que comprende una porcion que se puede traducir de una cualquiera de SEQ ID n.°
1 a SEQ ID n.° 33, 85 u 86; e) un polinucleétido que comprende una secuencia sustancialmente idéntica a una
cualquiera de a) a d), f) un polinucleétido que comprende una secuencia sustancialmente complementaria a una
cualquiera de a) a e), y/o g) un fragmento de una cualquiera de a) a ).

También se describe en la presente memoria una secuencia polipeptidica aislada para el uso en el tratamiento y/o el
diagndstico de una osteopatia y/o para el uso en la modulacion de la diferenciacion de los osteoclastos, en donde el
polipéptido se expresa diferencialmente en la célula de osteoclasto diferenciada en comparacién con la célula
precursora de osteoclasto sin diferenciar. El polipéptido aislado puede comprender una secuencia seleccionada
entre a) una cualquiera de SEQ ID n.° 48 a 80, b) un polipéptido codificado por una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a 33,
SEQ ID n.° 85 u 86, c) un fragmento biolégicamente activo de una cualquiera de a) o b), y/o d) un analogo
biol6gicamente activo de una cualquiera de a) o b).

También se describe en la presente memoria un anticuerpo aislado y/o purificado, en donde dicho anticuerpo puede
ser capaz de fijarse especificamente a un polipéptido que comprende una secuencia polipeptidica codificada por una
cualquiera de SEQ ID n.° 85 u 86 y/o un fragmento de al menos 6 aminoéacidos de dicho polipéptido. También queda
abarcado por la presente invencién una célula de hibridoma que puede producir un anticuerpo capaz de fijarse
especificamente a un polipéptido codificado por SEQ ID n.° 85 u 86 y/o un fragmento de al menos 6 aminoacidos de
dicho polipéptido. También esta englobado por la presente memoria el uso de un polipéptido aislado que puede
comprender una secuencia seleccionada entre a) una cualquiera de SEQ ID n.° 48 a 80, b) un polipéptido codificado
por una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a 33, SEQ ID n.° 85 u 86, c) un fragmento biolégicamente activo de una
cualquiera de a) o b), y/o d) un analogo biol6gicamente activo de una cualquiera de a) o b) para detectar un
anticuerpo que se fija especificamente al polipéptido.

También se describe en la presente memoria un inmunoensayo para la deteccion de anticuerpos que se fijan
especificamente a al menos una secuencia polipeptidica aislada que se expresa diferencialmente en las células de
osteoclasto diferenciadas en comparacién con las células precursoras de osteoclasto sin diferenciar que puede
comprender una secuencia seleccionada entre a) una cualquiera de SEQ ID n° 48 a 80, b) un polipéptido codificado
por una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a 33, SEQ ID n.° 85 u 86, c) un fragmento biolégicamente activo de una
cualquiera de a) o b), y/o d) un analogo biolégicamente activo de una cualquiera de a) o b) y/o un analogo
bioldgicamente activo que puede comprender al menos una sustitucion de aminoacido en tal secuencia. El
inmunoensayo puede comprender las etapas de: a) poner en contacto una muestra de una muestra de liquido
biolégico de un mamifero con el polipéptido y/o b) detectar la formacién del complejo inmunitario entre el polipéptido
y los anticuerpos en dicha muestra.

También se describe en la presente memoria un procedimiento para prevenir una osteopatia en un mamifero que lo
necesita. El procedimiento puede comprender la administracién a dicho mamifero de un polinucleétido aislado
descrito en la presente memoria y/o una composicion farmacéutica que puede comprender un polinucleétido descrito
en la presente memoria.

También se describe en la presente memoria un procedimiento para tratar una osteopatia en un individuo que lo
necesita. El procedimiento puede comprender la administracion de un compuesto capaz de interferir con la actividad
y/o la expresion de un polipéptido descrito en la presente memoria, por ejemplo, cualquier polipéptido que consiste
en SEQ ID n.° 48 a 80 y/o un polipéptido codificado por una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a 33, SEQ ID n.° 85 y/u 86.

También se describe en la presente memoria un anticuerpo aislado y/o purificado. Un anticuerpo descrito en la
presente memoria puede ser capaz de fijarse especificamente a un polipéptido codificado por una cualquiera de
SEQ ID n.° 85, 86 y/o un fragmento de al menos 6 aminoacidos de dichos polipéptidos. También se encuentra
abarcada por la presente memoria una composicion que puede comprender tal anticuerpo. También se describe en
la presente memoria un procedimiento para fabricar un anticuerpo. Tal procedimiento puede comprender inmunizar
un animal no humano con un fragmento inmundégeno de un polipéptido codificado por, por ejemplo, la SEQ ID n.° 85
u 86 y/o un fragmento de al menos 6 aminoacidos de dicho polipéptido. También se encuentra descrita en la
presente memoria una genoteca de secuencias polinucleotidicas que se pueden expresar diferencialmente en una
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célula de osteoclasto diferenciada en comparacion con una célula precursora de osteoclasto sin diferenciar. La
genoteca puede comprender una cualquiera de SEQ ID n.° 85 y/o SEQ ID n.° 86 y/o al menos un miembro
seleccionado entre a) un polinucleédtido que comprende una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a SEQ ID n.° 33, b) un
polinucledtido que comprende el marco abierto de lectura de una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a SEQ ID n.° 33, c) un
polinucleétido que comprende una porcidon que se puede transcribir de una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a SEQ ID n.°
33, d) un polinucledtido que comprende una porcién que se puede traducir de una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a SEQ
ID n.° 33, e) un polinucledtido que comprende una secuencia sustancialmente idéntica a una cualquiera de a) a d); f)
un polinucleétido que comprende una secuencia sustancialmente complementaria a una cualquiera de a) a €), y/o g)
un fragmento de una cualquiera de a) a f).

También se describe en la presente memoria un procedimiento para modular la diferenciacion de los osteoclastos en
un individuo que lo necesita. El procedimiento puede comprender administrar un compuesto capaz de interferir con
la actividad y/o la expresion de un polipéptido tal como la SEQ ID n.° 48 a 80 y/o un polipéptido codificado por una
cualquiera de SEQ ID n.°1a 33, SEQ ID n.° 85 u 86.

También se describe en la presente memoria una composicion farmacéutica para modular la diferenciacion de los
osteoclastos. La composicién farmacéutica puede comprender un polinucleétido aislado tal como a) un polinucleétido
gue comprende una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a SEQ ID n.° 33, 85 u 86, b) un polinucleétido que comprende el
marco abierto de lectura de una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a SEQ ID n.° 33, 85 u 86, c) un polinucleétido que
comprende una porcion que se puede transcribir de una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a SEQ ID n.° 33, 85 u 86, d) un
polinucleétido que comprende una porcion traducible de una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a SEQ ID n.° 33, 85 u 86, €)
un polinucleétido que comprende una secuencia sustancialmente idéntica a una cualquiera de a) a d), f) un
polinucledtido que comprende una secuencia sustancialmente complementaria a una cualquiera de a) a e), y/o g) un
fragmento de una cualquiera de a) a f), y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

También se describe en la presente memoria una molécula de siRNA y/o shRNA que puede disminuir la expresion
de un polinucleodtido tal como a) un polinucleétido que comprende una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a SEQ ID n.° 33,
85 u 86, b) un polinucleétido que comprende el marco abierto de lectura de una cualquiera de SEQ ID n.° 1 a SEQ
ID n.° 33, 85 u 86, c) un polinucleétido que comprende una porcién que se puede transcribir de una cualquiera de
SEQ ID n.°1a SEQ ID n.° 33, 85 u 86, d) un polinucleétido que comprende una porcion traducible de una cualquiera
de SEQ ID n.° 1 a SEQ ID n.° 33, 85 u 86, e) un polinucleétido que comprende una secuencia sustancialmente
idéntica a una cualquiera de a) a d), f) un polinucle6tido que comprende una secuencia sustancialmente
complementaria a una cualquiera de a) a e), y/o g) un fragmento de una cualquiera de a) af).

En particular se debe entender en la presente memoria que los procedimientos de la presente invencién incluyen
todas y cada una de las etapas individuales descritas por éstos, asi como las definidas como que incluyen
decididamente determinadas etapas o que excluyen determinadas etapas o una combinacién de ambas; por
ejemplo, una definicion de exclusion para un procedimiento de la presente invencidon puede leerse como sigue:
«siempre y cuando dicho polipéptido no comprenda o no consista en la SEQ ID n.° 34 o el marco abierto de lectura
de SEQ ID n.° 34» o «siempre y cuando dicho polipéptido no comprenda o no consista en la SEQ ID n.° 82» o
«siempre y cuando dicho fragmento polinucleotidico o dicho fragmento polipeptidico tenga una longitud de menos de
X unidades (p. €j., nucleétidos o aminoacidos) o de mas de X unidades (p. €j., nucledtidos o aminoacidos)».

Otros objetos, caracteristicas, ventajas y aspectos de la presente invencion seran evidentes para los expertos en la
técnica a partir de la descripcién que viene a continuacién. Sin embargo, se debe entender que la descripcion y los
ejemplos especificos que vienen a continuacion, aungue indican realizaciones preferibles de la invencion, se ofrecen
sélo con fines ilustrativos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

En los dibujos adjuntos:

Para cada una de las figuras 1 a 34 y 38 a 39 se prepararon macromatrices mediante la amplificacién de RNA con
RAMP de células precursoras humanas (A-F 1) y de osteoclastos diferenciados intermedios (A-F 2-3) y maduros de
cuatro donantes humanos (A-F 4) y 30 tejidos humanos normales diferentes [glandula suprarrenal (A5), higado (B5),
pulmén (C5), ovario (D5), musculo esquelético (E5), corazon (F5), cuello de Gtero (G5), tiroides (H5), mama (A6),
placenta (B6), corteza suprarrenal (C6), rifién (D6), vena cava (E6), trompa de Falopio (F6), pancreas (G6), testiculo
(H6), yeyuno (A7), aorta (B7), esofago (C7), prostata (D7), estémago (E7), bazo (F7), ileon (G7), traquea (A8),
cerebro (B8), colon (C8), timo (D8), intestino delgado (E8), vejiga (F8) y duodeno (G8)]. El clon de DNA bicatenario
de STAR que representa las correspondientes SEQ ID n.° se marcd con ““P y se hibridé con la macromatriz. La
reaccion de marcacion de la sonda se enriquecié también con una secuencia de DNA bicatenario de Arabidopsis,
que se hibrida a su propia secuencia (M) depositada en la macromatriz para que sirva de control para la reaccién de
marcacion. La cuantificacion de la sefial de hibridaciéon en cada punto se realizdé con un Phosphorimager STORM
820 y el programa informético ImageQuant TL (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ). Como nivel basal se utilizd
un valor de log, que representa el promedio de las sefales para los precursores (A-F 1) y se sustrajo del valor de
logz obtenido para cada una de las muestras restantes con el objeto de determinar su abundancia relativa en
comparacion con los precursores, y se representd en un grafico de barras (panel derecho).
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La figura 1 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificacién de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 1 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacion obtenidos confirman su induccion en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresién generalmente més alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 2 es un dibujo de los resultados de hibridacién de la macromatriz y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 2 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacién obtenidos confirman su induccion en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresion generalmente mas alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 3 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 3 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacién obtenidos confirman su induccién en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresién generalmente més alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 4 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 4 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacién obtenidos confirman su induccién en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresion generalmente mas alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 5 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 5 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacion obtenidos confirman su induccion en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresion generalmente mas alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 6 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 6 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacion obtenidos confirman su induccién en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresién generalmente més alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 7 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 7 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacién obtenidos confirman su induccién en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresién generalmente més alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 8 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 8 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacién obtenidos confirman su induccién en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresion generalmente mas alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 9 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 9 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacion obtenidos confirman su induccién en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresién generalmente més alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 10 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 10 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacion obtenidos confirman su induccion en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresién generalmente més alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
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2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 11 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 11 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacion obtenidos confirman su induccion en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresién generalmente mas alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 12 es un dibujo de los resultados de hibridacién de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 12 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacién obtenidos confirman su induccién en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresién generalmente mas alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 13 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 13 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacion obtenidos confirman su induccion en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresién generalmente més alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 14 es un dibujo de los resultados de hibridaciéon de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 14 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacién obtenidos confirman su induccién en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresién generalmente més alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 15 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 15 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacién obtenidos confirman su induccién en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresion generalmente mas alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 16 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 16 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacién obtenidos confirman su induccion en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresion generalmente mas alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 17 es un dibujo de los resultados de hibridaciéon de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 17 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacion obtenidos confirman su induccion en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresién generalmente més alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 18 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 18 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacién obtenidos confirman su induccién en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresion generalmente mas alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 19 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 19 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacion obtenidos confirman su induccion en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresion generalmente mas alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 20 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 20 humana especifica de los
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osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacién obtenidos confirman su induccién en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresion generalmente mas alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 21 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 21 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacién obtenidos confirman su induccién en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresion generalmente mas alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 22 es un dibujo de los resultados de hibridaciéon de macromatrices y de la cuantificacién de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 22 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacion obtenidos confirman su induccién en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresién generalmente mas alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 23 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 23 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacion obtenidos confirman su induccion en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresion generalmente mas alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 24 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 24 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacion obtenidos confirman su induccion en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresion generalmente mas alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 25 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 25 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacién obtenidos confirman su induccién en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresién generalmente més alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 26 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 26 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacién obtenidos confirman su induccién en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresion generalmente mas alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 27 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 27 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacion obtenidos confirman su induccion en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresion generalmente mas alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 28 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 28 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacidn obtenidos confirman su induccién en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresién generalmente més alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 29 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 29 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacién obtenidos confirman su induccion en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresion generalmente mas alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);
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La figura 30 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificaciéon de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 30 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacion obtenidos confirman su induccion en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresién generalmente mas alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 31 es un dibujo de los resultados de hibridaciéon de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 31 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacién obtenidos confirman su induccion en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresion generalmente mas alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 32 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 32 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacién obtenidos confirman su induccién en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresién generalmente més alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 33 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 33 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacién obtenidos confirman su induccién en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresion generalmente mas alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 34 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestra los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 34 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Los resultados de hibridacion obtenidos confirman su induccion en todas las
muestras de osteoclastos humanos al ser la expresion generalmente mas alta en los osteoclastos mas maduros (A-F
2-4) que en los precursores (A-F 1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la mayor parte de los tejidos
normales (A-H 5-6 y A-G 7-8);

La figura 35 es un dibujo que muestra los efectos bloqueadores de la osteoclastogénesis debidos a la atenuacion de
la expresion endogena de la SEQ ID n.° 1 (AB0326) y de la SEQ ID n.° 2 (AB0369) mediante el uso de shRNA. Se
observo una disminucion significativa del nimero de osteoclastos plurinucleados a partir de células precursoras
infectadas con el shRNA de AB0326 (figura 35A; panel inferior) el y shRNA de AB0369 (figura 1B, panel inferior) en
comparacion con los del shRNA de lacZ (figura 35A y B; paneles superiores). Estos resultados indicaron claramente
que la expresién del gen que codifica la SEQ ID n.° 1 (AB0326) y la SEQ ID n.° 2 (AB0369) son necesarios para la
diferenciacion de los osteoclastos;

La figura 36 es un dibujo que muestra los efectos bloqueadores de la osteoclastogénesis debidos al ortélogo de
ratdn para AB0326 (SEQ ID n.° 35) en el modelo RAW 264.7 mediante el uso del shRNA-0326.2 (SEQ ID n.° 45). La
linea celular RAW-0326.2 produjo de forma significativa menos osteoclastos (figura 36, panel inferior) que la linea
celular que contiene el shRNA aleatorizado (figura 36, panel superior). Este resultado, junto con el obtenido en las
células precursoras de los osteoclastos humanos utilizando el sistema lentivirico de administracion de shRNA
demuestran que en los humanos y en los ratones se necesita claramente el producto génico AB0326 para la
osteoclastogénesis;

La figura 37 es un dibujo que muestra los resultados de un ensayo de complementacion funcional para la SEQ ID n.°
1 (AB0326) en las células RAW-0326.2 para escrutar inhibidores de la osteoclastogénesis. Las células RAW-0326.2
transfectadas con el vector pd2 vacio son incapaces de formar osteoclastos en presencia del ligando de RANK
(panel central), lo que indica que el shRNA de AB0326 de ratn sigue siendo capaz de silenciar la expresién del gen
de ABO0326 en estas células. A la inversa, con el cDNA del AB0326 humano (pd2-hAB0326) se rescatan las células
transfectadas y, por lo tanto, se diferencian con mas eficacia en osteoclastos en respuesta al ligando de RANK
(panel derecho). Las células RAW 264.7 de tipo silvestre que contienen el vector vacio (pd2) no tienen alterada la
formacion de osteoclastos en presencia del ligando de RANK (panel izquierdo), lo que descarta cualquier efecto
debido a pd2. Por lo tanto, este ensayo de complementacion se puede utilizar para escrutar los inhibidores del
polipéptido de AB0326 humano;

La figura 38 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificacion de la intensidad de
las sefiales que muestran los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 85 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Se prepararon las macromatrices mediante amplificacion del RNA con
RAMP a partir de las células precursoras humanas (A-F 1) y los osteoclastos diferenciados intermedios y maduros
de cuatro donantes humanos (A-F 2-4) y 30 tejidos humanos normales diferentes [glandula suprarrenal, higado,
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pulmén, ovario, musculo esquelético, corazén, cuello de Gtero, tiroides, mama, placenta, corteza suprarrenal, rifién,
vena cava, trompa de Falopio, pancreas, testiculo, yeyuno, aorta, es6fago, préstata, estbmago, bazo, ileon, traquea,
cerebro, colon, timo, intestino delgado, vejiga y duodeno (A-H 5-6 y A-G 7-8)]. El clon STAR que representa la SEQ
ID n.° 85 se marco con *P y se hibridé a la macromatriz. Los resultados de hibridacién obtenidos confirman su
induccion en todas las muestras de osteoclastos humanos al ser la expresion generalmente mas alta en los
osteoclastos mas maduros (A-F 2-4) que en los precursores (A1-F1) y haber poca o ninguna expresion en todos o la
mayor parte de los tejidos normales (A-H 5-6 y A-G 7-8), y;

La figura 39 es un dibujo de los resultados de hibridacion de macromatrices y de la cuantificaciéon de la intensidad de
las sefiales que muestran los datos de expresion diferencial para la SEQ ID n.° 86 humana especifica de los
osteoclastos del STAR correspondiente. Se prepararon las macromatrices por amplificacién del RNA con RAMP a
partir de células precursoras humanas (A-F 1) y osteoclastos diferenciados intermedios y maduros de cuatro
donantes humanos (A-F 2-4) y 30 tejidos humanos normales diferentes [glandula suprarrenal, higado, pulmén,
ovario, misculo esquelético, corazén, cuello de Utero, tiroides, mama, placenta, corteza suprarrenal, rifion, vena
cava, trompa de Falopio, pancreas, testiculo, yeyuno, aorta, es6fago, prostata, estbmago, bazo, ileon, traquea,
cerebro, colon, timo, intestino delgado, vejiga y duodeno (A-H 5-6 y A-G 7-8)]. El clon STAR que representa la SEQ
ID n.° 86 se marco con **P y se hibridé a la macromatriz. Los resultados de hibridacion obtenidos confirman su
induccion en todas las muestras de osteoclastos humanos al ser la expresion generalmente méas alta en los
osteoclastos mas maduros (A-F 2-4) que en los precursores (A1-F1) y haber poca o ninguna expresién en todos o la
mayor parte de los tejidos normales (A-H 5-6 y A-G 7-8).

DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES ILUSTRATIVAS

El solicitante empled una estrategia cuidadosamente planificada para identificar y aislar secuencias genéticas
implicadas en la osteoclastogénesis y la remodelacién ésea. El proceso implicé las etapas siguientes: 1) preparacion
de genotecas de cDNA muy representativas a partir del mRNA aislado de precursores y osteoclastos diferenciados
intermedios y maduros de origen humano; 2) aislamiento de las secuencias inducidas durante la osteoclastogénesis;
3) identificacion y caracterizacion de secuencias inducidas; 4) selecciébn de secuencias inducidas para la
especificidad del tejido; y 5) determinacion de los efectos bloquadores de la osteoclastogénesis. Los resultados
explicados en esta descripcién muestran la ventaja de actuar selectivamente sobre genes de osteoclastos que son
especificos de este tipo de células diferenciadas y proporcionar un procedimiento de escrutinio mas eficaz para
estudiar la base genética de enfermedades y trastornos. Los genes que se sabe que intervienen en otras areas de la
biologia se ha demostrado que desempefian una funcién critica en la osteoclastogénesis y en el funcionamiento de
los osteoclastos. Los genes que se conocen, pero a los que no se les habia asignado una funcién hasta la presente
descripcion, también se han aislado y presentan una funcion critica en la osteoclastogénesis y en el funcionamiento
de los osteoclastos. Finalmente, se han identificado nuevos genes que intervienen en el proceso; sin embargo, el
solicitante reserva su descripcion hasta que se hayan completado mas estudios.

La presente invencion se ilustra con mas detalle a continuacion de una manera no limitante.
A.- Material y métodos

Se utilizaron reactivos disponibles en el mercado que se citan en la presente invencion de acuerdo con las
instrucciones del proveedor, a menos que se indique de otra manera. A lo largo de la presente descripcion se
prepararon determinados materiales de partida del siguiente modo:

B.- Preparacion de las células diferenciadas en osteoclastos

La linea celular RAW 264.7 (RAW) precursora de osteoclastos y las células precursoras humanas (linfocitos
mononucleados de la sangre periférica o progenitores CD34+) se conocen bien en la técnica como modelos
humanos y murinos de la osteoclastogénesis. Estos osteoclastos humanos y murinos son, por consiguiente,
excelentes fuentes de material para aislar y caracterizar los genes especializados en el funcionamiento de los
osteoclastos.

Los osteoclastos primarios humanos se diferenciaron a partir de linfocitos mononucleados de la sangre periférica
movilizados por el G-CSF (Cambrex, East Rutherdord, NJ) como describe el proveedor en presencia de M-CSF a 35
ng/mly de ligando de RANK a 100 ng/ml. Los osteoclastos plurinucleados tefiidos con TRAP fueron visibles a los 11-
14 dias. Los osteoclastos también procedian de las células precursoras de osteoclastos humanos (progenitores
CD34+) (Cambrex, East Rutherford, NJ) y se cultivaron como describe el proveedor. En el (ltimo caso, los
osteoclastos se obtuvieron después de 7 dias.

Las células RAW se compraron a la American Type Culture Collection y se mantuvieron en DMEM con glucosa alta
que contenia suero bovino fetal al 10% y antibiéticos. Las células se subcultivaron bisemanalmente un maximo de
10-12 pases. Para los experimentos de diferenciacion de los osteoclastos, las células RAW se sedimentaron en
placas de 96 pocillos a una densidad de 4 x 10° células/pocillo y se dejaron multiplicar durante 24 horas. La
diferenciacion se indujo en DMEM con glucosa alta, suero bovino fetal tratado con carbén vegetal al 10% (Hyclone,
Logan, UT), SAB al 0,05%, antibiéticos, factor estimulador de las colonias de macréfagos (M-CSF) a 10 ng/ml y
ligando del receptor activador de NF-kB (RANK) a 100 ng/ml. Las placas se realimentaron el dia 3 y los osteoclastos
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se vieron con claridad el dia 4. Tipicamente, a las células se les tifi6 la fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP,
por su nombre en inglés) el dia 4 o 5 a menos que se indicase de otra manera. Para la tincion con TRAP, las células
se lavaron con PBS y se fijaron en formaldehido al 10% durante 1 hora. Después de dos lavados con PBS, las
células se volvieron ligeramente permeables en Triton X-100 al 0,2% en PBS durante 5 min antes de lavarlas en
PBS. La tincién se llevé a cabo a 37 °C durante 20-25 minutos en fosfato de naftol AS-MX al 0,01%, Fast Red Violet
al 0,06%, tartrato de sodio a 50 mM, acetato de sodio a 100 mM, pH 5,2. Las células se visualizaron al microscopio.

C.- Procedimiento para aislar el mMRNA expresado diferencialmente

Algo clave al descubrimiento de secuencias expresadas diferencialmente que seran Unicas para los osteoclastos es
el uso de la tecnologia STAR patentada por el solicitante (Substractive Transcription-based Amplification of mMRNA;
patente de los EE.UU. n.° 5712 127, Malek et al., registrada el 27 de enero de 1998). En este procedimiento, el
mMRNA aislado de los osteoclastos intermedios y maduros se utiliza para preparar el «<RNA problema» que se hibrida
al «DNA sustractor» monocatenario complementario preparado a partir del mRNA de los precursores de
osteoclastos y soélo se recupera el «RNA problema» sin hibridar, y se utiliza para crear genotecas de cDNA clonado,
denominadas «genotecas sustractivas». Por lo tanto, las «genotecas sustractivas» estan enriquecidas en secuencias
expresadas diferencialmente que incluyen mRNA nuevos y raros que a menudo no se detectan en el analisis de
hibridacion de micromatrices. Estos mRNA nuevos y raros se cree que son representativos de importantes dianas
génicas para el desarrollo de mejores estrategias diagndsticas y terapéuticas.

Los clones contenidos en las «genotecas sustractivas» se identifican mediante el andlisis de la secuencia del DNA y
su posible funcién se evalia mediante la adquisicién de la informacion disponible en las bases de datos publicas
(NCBI y GeneCard). Los clones no redundantes luego se utilizan para preparar micromatrices de DNA, que se
utilizan para cuantificar sus patrones de expresion diferencial relativa mediante la hibridacion en sondas de cDNA
fluorescente. Se pueden utilizar dos clases de sondas de cDNA, las que se generan de transcritos de RNA
preparados de las mismas genotecas sustractivas (sondas sustractivas), o bien de mRNA aislado de diferentes
muestras de osteoclastos (sondas estandares). El uso de las sondas sustractivas proporciona mayor sensibilidad
para detectar las secuencias de mMRNA poco abundantes que se preservan y enriqguecen mediante STAR. Ademas,
la especificidad de las secuencias expresadas diferencialmente en los osteoclastos se mide mediante la hibridacién
de sondas radiomarcadas preparadas de cada secuencia seleccionada en macromatrices que contienen RNA de
diferentes muestras de osteoclastos y diferentes tejidos humanos normales. Adicionalmente, el andlisis de
transferencia Northern se realiza para confirmar la presencia de una o més especies de mRNA especifico en las
muestras de osteoclastos. Después de esto, los cDNA de longitud completa representativos de las especies de
mMRNA y/o variantes de ayuste se clonan en E. coli DH10B.

Un desafio importante en el perfil de expresion génica es la poca cantidad de RNA disponible para el analisis
molecular. La cantidad de RNA aislado de muchas muestras de osteoclastos o especimenes humanos (aspiracion
con aguja, muestras de microdiseccion de captura con laser (LCM, por su nombre en inglés) y cultivos de células
transfectadas) a menudo es insuficiente para preparar: 1) materiales sustractor y problema convencionales para
STAR; 2) sondas de cDNA estandares para el andlisis de micromatrices de DNA; 3) macromatrices del RNA para
evaluar la especificidad de la expresion, 4) andlisis de transferencia Northern y 5) clones de cDNA completos para la
posterior validacion y caracterizacién bioldgicas, etc. Asi pues, el solicitante ha desarrollado una tecnologia
propietaria llamada RAMP (Procedimiento de amplificacion del RNA) (solicitud de patente de los EE.UU. n.°
11/000 958 publicada con el n.° de patente de los EE.UU. US 2005/0153333A1 el 14 de julio de 2005 vy titulada
«Selective Terminal Tagging of Nucleic Acids»), que amplifica de forma lineal el mMRNA contenido de las muestras de
RNA total y produce cantidades del orden de microgramos de RNA amplificado, suficiente para las diferentes
aplicaciones analiticas. EI RNA producido por RAMP son secuencias de tipo mRNA de longitud completa como
resultado del procedimiento propietario para afiadir una etiqueta de secuencia terminal a los extremos 3' de las
moléculas de cDNA monocatenario, para el uso en la amplificacion lineal de la transcripcién. Mas del 99,5% de las
secuencias amplificadas en las reacciones de RAMP muestran una variabilidad de < 2 veces y, por lo tanto, la
RAMP proporciona muestras de RNA sin sesgo en cantidad suficiente para permitir el descubrimiento de secuencias
de mRNA Unicas implicadas en la osteoclastogénesis.

D.- Preparacion de una genoteca sustractiva de osteoclastos humanos

Dos células precursoras primarias humanas de dos donantes diferentes (Cambrex, East Rutherford, NJ) y los
osteoclastos correspondientes intermedios (dia 3 y dia 7) y maduros (dias 11 a 14) se prepararon como se describe
mas arriba. El aislamiento del RNA celular seguido de la purificaciéon del mRNA de cada uno se realizé mediante los
procedimientos estandares (Qiagen, Mississauga, ON). Siguiendo las ensefianzas de Malek et al. (patente de los
EE.UU. n.°5 712 127), se utilizaron 2 pg de mRNA poli-A+ de cada muestra para preparar genotecas de cDNA muy
representativas (> 2 x 10° UFC) en vectores plasmidicos especializados necesarios para preparar materiales del
problema y del sustractor. En cada caso, la primera cadena de cDNA se sintetizd con un cebador de oligo-dT11 con
nucleétidos de cierre en 3' (p. €j., A, G o C) y que contiene un sitio de reconocimiento para Notl. A continuacion se
sintetiz6 la segunda cadena del cDNA de acuerdo con el procedimiento del fabricante para la sintesis de cDNA
bicatenario (Invitrogen, Burlington, ON) y el cDNA bicatenario resultante se ligé a los conectores que contenian un
sitio de reconocimiento para Ascl (New England Biolabs, Pickering, ON). Luego, los cDNA bicatenarios se digirieron
con las enzimas de restriccion Ascl y Notl (New England Biolabs, Pickering, ON), se purificaron del exceso de
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conectores mediante una columna de fraccionamiento del cDNA de Invitrogen (Burlington, ON) como especifica el
fabricante y se ligé cada uno en vectores plasmidicos especializados: p14 (SEQ ID n.° 36) y p17+ (SEQ ID n.° 37)
utilizados para preparar los materiales del problema y del sustractor, respectivamente. A partir de aqui, los cDNA
ligados se introdujeron por transformacién en E. coli DH10B para dar lugar a las genotecas de cDNA deseadas
(RAW 264.7-precursor-pl4, RAW 264.7-precursor-pl7+, RAW 264.7-osteoclastos-pl4 y RAW 264.7-osteoclastos-
pl7+). Se purificd el conjunto de DNA plasmidico de cada genoteca de cDNA y se linealizaron alicuotas de 2 pg de
cada uno con la enzima de restriccion Notl. Entonces se realiz6 la transcripcion in vitro de las genotecas plasmidicas
en pl4 y pl17+ digeridas con Notl mediante la RNA polimerasa de T7 y la RNA polimerasa de SP6, respectivamente
(Ambion, Austin, TX).

Después, para preparar las genotecas del problema y del sustractor con representacion del 3', una alicuota de 10 ug
de cada uno de los RNA sintetizados in vitro se convirti6 en cDNA bicatenario mediante la sintesis de la primera
cadena del cDNA como se describe mas arriba seguido de la sintesis de la segunda cadena del DNA dirigida por
cebadores [cebador OGS 77 para p14 (SEQ ID n.° 40) y cebador OGS 302 para p17+ (SEQ ID n.° 41)] mediante la
Taqg polimerasa Advantage-2 (BD Biosciences Clontech, Mississauga, ON). Las secuencias que corresponden a
OGS 77 y OGS 302 se introdujeron en el RNA sintetizado in vitro por medio de los vectores especializados utilizados
para preparar las genotecas de cDNA. A continuacién se digirieron 6 alicuotas de 1 ug de cada cDNA bicatenario
por separado con una de las siguientes enzimas de restriccion que reconocen 4 bases Rsal, Sau3A1, Msel, Mspl,
MinPIl y Bsh1236l (MBI Fermentas, Burlington, ON), lo que produce hasta seis posibles fragmentos en 3' para cada
una de las especies de RNA contenidas en la genoteca de cDNA. Después de la digestion, las enzimas de
restriccion se inactivaron con fenol y se agrupd el conjunto de seis reacciones. Entonces, los sitios de las enzimas de
restriccion se hicieron romos con la DNA polimerasa de T4 y se ligaron a conectores que contenian un sitio de
reconocimiento para Ascl. Cada muestra de DNA agrupada adaptada con el conector se digirié con las enzimas de
restriccion Ascl y Notl, se desalaron y se ligaron a los vectores plasmidicos especializados pl4 y pl7 (el vector
plasmidico p17 es similar al vector plasmidico p17+, salvo la parte de la secuencia corresponde a SEQ ID n.° 41) y
se introdujeron por transformacion en E. coli DH10B. Se purificd (Qiagen, Mississauga, ON) el conjunto de DNA
plasmidico para cada genoteca de representacion de 3' en pl4 y pl7 y se digiri6 con la enzima de restriccion Notl
una alicuota de 2 pg de cada uno, y se transcribié in vitro bien con la RNA polimerasa de T7 o con la RNA
polimerasa de SP6 (Ambion, Austin, TX). El RNA de representacion de 3' en p14 se utilizé directamente como «RNA
problema», mientras que el RNA de representacion de 3' en pl7 se utilizé para sintetizar el cDNA monocatenario
como se describe mas arriba, que luego se sirvi6 como «DNA sustractor». Cada reaccién con el «DNA sustractors»
se traté con RNasa A y RNasa H para retirar el RNA, se extrajeron con fenol y se desalaron antes de su uso.

Se prepararon las siguientes genotecas de representacion de 3"

Problema 1 (donante 1 — osteoclasto intermedio humano a dia 3)-3' en p14
Problema 2 (donante 1 — osteoclasto intermedio humano a dia 7)-3' en p14
Problema 3 (donante 1 — osteoclasto maduro humano a dia 11)-3' en p14
Problema 4 (donante 2 — osteoclasto intermedio humano a dia 3)-3' en p14
Problema 5 (donante 2 — osteoclasto intermedio humano a dia 7)-3' en p14
Problema 6 (donante 2 — osteoclasto maduro humano a dia 13)-3' en p14
Sustractor 1 (donante 1- precursor humano a dia 3)-3' en p17

Sustractor 2 (donante 2 — precursor humano a dia 3)-3' en p17

Las muestras del RNA problema se sustrajeron siguiendo las ensefianzas de la patente de los EE.UU. n.°5 712 127
con el correspondiente DNA sustractor en una proporcion de 1:100 para 1 o 2 rondas siguiendo las ensefianzas de
Malek et al. (patente de los EE.UU. n.° 5 712 127). Adicionalmente se prepararon las reacciones de control que
contenian el RNA problema y ninglin DNA sustractor, y el RNA problema méas el DNA sustractor sin RNasa H. El
RNA problema restante en cada reaccién después de la sustraccion se convirtio6 en DNA bicatenario, y se retiré un
volumen del 5% y se amplificé en una reaccion de PCR estandar durante 30 ciclos para propositos analiticos. El
restante 95% que tenia sélo el sustractor mas las muestras sustractivas con RNasa H se amplifico 4 ciclos por PCR,
se digiri6 con las enzimas de restriccion Ascl y Notl, y se ligé una mitad con el vector plasmidico pPCATRMAN (SEQ
ID n.° 38) y la otra mitad con el vector plasmidico p20 (SEQ ID n.° 39). Los materiales ligados se introdujeron por
transformacion en E. coli DH10B y los distintos clones contenidos en las genotecas en pCATRMAN se recogieron
para analizarlas mas (secuenciacion e hibridacién del DNA), mientras que los clones contenidos en cada genoteca
en p20 se agruparon para su uso como sondas sustractivas. Cada genoteca sustractiva clonada y amplificada 4
ciclos contenia entre 25 000 y 40 000 colonias.

Se prepararon las siguientes genotecas sustractivas clonadas:

SL90: problema 1 (osteoclasto a dia 3) menos sustractor 1 (precursor) (1 ronda) en pCATRMAN;
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SL91: problema 2 (osteoclasto a dia 7) menos sustractor 1 (precursor) (1 ronda) en pCATRMAN;
SL92: problema 3 (osteoclasto a dia 11) menos sustractor 1 (precursor) (1 ronda) en pCATRMAN;
SL108: problema 1 (osteoclasto a dia 3) menos sustractor 1 (precursor) (2 rondas) en pPCATRMAN;
SL109: problema 2 (osteoclasto a dia 7) menos sustractor 1 (precursor) (2 rondas) en pPCATRMAN;
SL110: problema 3 (osteoclasto a dia 11) menos sustractor 1 (precursor) (2 rondas) en pCATRMAN;
SL93: problema 4 (osteoclasto a dia 3) menos sustractor 2 (precursor) (1 ronda) en pCATRMAN;
SL94: problema 5 (osteoclasto a dia 7) menos sustractor 2 (precursor) (1 ronda) en pCATRMAN;
SL95: problema 6 (osteoclasto a dia 13) menos sustractor 2 (precursor) (1 ronda) en pCATRMAN;
SL87: problema 4 (osteoclasto a dia 3) menos sustractor 2 (precursor) (2 rondas) en pCATRMAN,;
SL88: problema 5 (osteoclasto a dia 7) menos sustractor 2 (precursor) (2 rondas) en pPCATRMAN,;
SL89: problema 6 (osteoclasto a dia 11) menos sustractor 2 (precursor) (2 rondas) en pPCATRMAN

Una alicuota de 5 pl de los materiales sustractivos amplificados por PCR de 30 ciclos descritos mas arriba se
visualizaron en un gel de agarosa al 1,5% que contenia bromuro de etidio y luego se transfirieron a una membrana
de nilbn Hybond N+ (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) para el andlisis de transferencia Southern. Mediante
el uso de sondas radiomarcadas especificas del gen CTSK (catepsina K: NM_000396.2), que se sabe que esta
inducido en los osteoclastos, y la GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; M32599.1), que es un gen de
mantenimiento que no se expresa diferencialmente, fue evidente que habia sustraccion de la GAPDH, pero no de la
CTSK. Basandose en estos resultados, se anticipd que la genotecas sustraidas estaban enriquecidas en las
secuencias inducidas de expresion diferencial.

E.- Identificacién de las secuencias y anotacion de los clones contenidos en las genotecas sustractivas:

Se recogieron aleatoriamente en 60 pl de agua esterilizada 6912 colonias independientes contenidas en las
genotecas sustraidas en pCATRMAN (SL87-95 y SL108-110) descritas méas arriba mediante el uso de un Qbot
(Genetix Inc., Boston, MA). A continuacion, 42 ul de cada una se utilizaron en una reaccion de PCR estandar de 100
pl que contenia los cebadores oligonucleotidicos OGS 1 y OGS 142 y se amplificaron durante 40 ciclos [94 °C
durante 10 minutos, 40x (94 °C durante 40 s, 55 °C durante 30 s y 72 °C durante 2 mir’lv? seguido de 72 °C durante 7
min] en placas de microtitulacién de 96 pocillos mediante la Taq polimerasa HotStart" (Qiagen, Mississauga, ON).
Las reacciones de PCR completadas se desalaron en placas de filtro de 96 pocillos (Corning) y se recuperaron los
amplicones en 100 pl de Tris a 10 mM (pH 8,0). Una alicuota de 5 pl de cada reaccién de PCR se visualiz6 en un gel
de agarosa al 1,5% que contenia bromuro de etidio y se seleccionaron sélo las reacciones que contenian un Unico
producto amplificado para analizarles la secuencia del DNA mediante la secuenciacién estandar de DNA realizada
en un instrumento ABI 3100 (Applied Biosystems, Foster City, CA). A cada secuencia de DNA obtenida se le dio un
namero de identificacién de secuencia y se introdujo en una base de datos para el posterior rastreo y anotacion.

Cada secuencia se someti6 al andlisis de BLAST con bases de datos publicas (p. €j., NCBI). Entre estas secuencias
no se encontraban los genes de mantenimiento estandares (GAPDH, actina, la mayoria de proteinas ribosémicas,
etc.), lo cual era una buena indicacion de que la genoteca sustractiva carecia de al menos las secuencias
relativamente abundantes que no se expresaban diferencialmente.

Una vez que se completd la secuenciacion y anotacion de los clones seleccionados, la siguiente etapa implico la
identificacion de las secuencias que estaban realmente inducidas en los osteoclastos en comparacion con los
precursores.

F.- Andlisis de hibridacién para identificar secuencias inducidas

Los amplicones de PCR que representan las secuencias anotadas de las genotecas en pPCATRMAN descritas mas
arriba se utilizaron para preparar micromatrices de DNA. Se liofilizaron los amplicones de PCR purificados
contenidos en 70 pl de las reacciones de PCR preparadas en el apartado anterior y cada uno se reconstituyé en 20
ul de la solucion de depésito que comprende SSC a 3X y sarcosil al 0,1%. Entonces se prepararon las micromatrices
de DNA de cada amplicon por triplicado sobre soportes CMT-GAP2 (Corning, Corning, NY) mediante el depositador
GSM 417 (Affymetrix, Santa Clara, CA).

A continuacion, las micromatrices de DNA se hibridaron con sondas de cDNA marcadas con cy3 y cy5 sustractivas o
estandares, como recomienda el proveedor (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ). Las sondas de cDNA
estandares se sintetizaron a partir del RNA amplificado con RAMP preparado de las diferentes muestras de
osteoclastos humanos y los correspondientes precursores. El experto en la técnica sabe perfectamente que las
sondas de cDNA estandares soélo proporcionan una escasa sensibilidad de deteccion y, en consecuencia, las

38



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2397441 T3

secuencias poco abundantes contenidas en la sondas de cDNA no se suelen detectar. Asi pues, el analisis de
hibridacion también se realizdé con sondas de cDNA sustractivas marcadas con cy3 y cy5 obtenidas de genotecas
sustractivas que representan los diferentes materiales problema y sustractor. Estas genotecas sustractivas pueden
estar enriquecidas en las secuencias poco abundantes como resultado de seguir las ensefianzas de Malek et al., y
por lo tanto, pueden proporcionar una mayor sensibilidad de deteccion.

Todas las reacciones de hibridacion se realizaron mediante el procedimiento de intercambio de fluor6foros como
recomienda el proveedor (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) y para el analisis posterior se seleccionaron
aproximadamente 500 secuencias inducidas (> 2 veces) de posible expresion diferencial.

G.- Determinacién de la especificidad de osteoclasto para las secuencias expresadas diferencialmente que se han
identificado:

Las secuencias expresadas diferencialmente identificadas en el apartado F para las diferentes genotecas
sustractivas de osteoclastos humanos se comprobd si eran especificas de osteoclasto mediante la hibridacion a
macromatrices basadas en la membrana de nilén. Las macromatrices se prepararon con el RNA amplificado con
RAMP a partir de precursores y osteoclastos (intermedios y maduros) humanos de seis experimentos
independientes de 4 donantes diferentes (3 varones y 1 mujer) y 30 tejidos humanos normales (glandula suprarrenal,
higado, pulmén, ovario, musculo esquelético, corazon, cuello, tiroides, mama, placenta, corteza suprarrenal, rifion,
vena cava, trompa de Falopio, pancreas, testiculo, yeyuno, aorta, esofago, prostata, estbmago, bazo, ileon, traquea,
cerebro, colon, timo, intestino delgado, vejiga y duodeno) comprados en el mercado (Ambion, Austin, TX). Debido a
la poca cantidad de mRNA disponible para muchas de estas muestras, fue necesario primero amplificar el mMRNA
mediante la metodologia RAMP. Cada muestra de RNA amplificado se reconstituy6 a una concentracion final de 250
ng/ul en SSC a 3X y sarcosil al 0,1% en una placa de microtitulacion de 96 pocillos y se deposité 1 pl sobre
membranas de nilon Hybond N+ mediante el aparato MULTIPRINT™ (VP Scientific, San Diego, CA), se seco al aire
y se entrecruzé con luz UV. Se radiomarcaron por separado con a-*P-dCTP 400 secuencias diferentes
seleccionadas entre L87-95 y SL108-110 mediante el procedimiento de cebado aleatorio recomendado por el
proveedor (Amersham, Piscataway, NJ) y se utilizaron como sondas en las macromatrices. Las etapas de
hibridacion y lavado se realizaron siguiendo los procedimientos estandares bien conocidos por los expertos en la
técnica.

De las 500 secuencias ensayadas, aproximadamente el 85% se encontré que estaban inducidas en todas las
muestras de RNA de osteoclastos que se utilizaron para preparar las macromatrices. Sin embargo, muchas de estas
secuencias se detectaron también con facilidad en la mayoria de los tejidos humanos normales diferentes.
Basandose en estos resultados, se eliminaron las secuencias que parecian estar asociadas a la variabilidad
experimental y las que se detectaron en muchos de los demas tejidos humanos a un nivel significativamente
elevado. En consecuencia, para los estudios de validacion biolégica s6lo se seleccionaron las 35 secuencias que
parecian estar inducidas y ser muy especificas de los osteoclastos. En este conjunto de 35 genes se incluyen 4
(SEQ ID n.° 30-33) en los que se detectd una induccion significativa en los osteoclastos maduros en comparacion
con la mayoria de los tejidos normales, pero dado que la expresién de estos genes era en conjunto menor en las
células precursoras, parecieron aumentar en los tejidos normales después de la cuantificacion (figura 30-33, grafico
de barras). Sin embargo, su expresion en los tejidos normales era todavia relativamente mas baja que en los
osteoclastos maduros. Asi pues, estos genes pueden ser todavia reguladores importantes de la osteoclastogénesis
y de la osteoclasia y, por lo tanto, se seleccionaron para la validacion biolégica. Este subconjunto de 35 secuencias
no incluia otros genes que ya se habian identificado, tales como CTSK, TRAP, MMP9, CST3 y CKB entre otros,
dado que en la bibliografia ya se habia descrito previamente que se inducian en los osteoclastos. Los datos de las
macromatrices para CST3 (SEQ ID n.° 34) se incluyen para ejemplificar el patrén de hibridacién y la especificidad de
un gen que ya se sabe que es un regulador clave del proceso de resorcion de los osteoclastos. Un gen (ANKH; SEQ
ID n.° 17) se incluy6 en el subconjunto de 35 genes aunque estaba descrito previamente en las bases de datos
(NCBI-Gene) que su funcion estaba en la mineralizacién 6sea. Sin embargo, el fenotipo éseo observado como
resultado de las mutaciones en el gen ANKH no estaba conectado especificamente a su induccion en los
osteoclastos. Asi pues, nuestros datos sugieren que la importante funcion de ANKH puede estar asociada a la
actividad de los osteoclastos durante la remodelacion 6sea.

Las figuras 1-33, 38 y 39 muestran los patrones de las macromatrices y la cuantificacion de la sefiales de hibridacion de
los osteoclastos y los tejidos humanos normales respecto a células precursoras para las 35 secuencias seleccionadas
para la validacion biolégica. Entre las 35 secuencias seleccionadas habia 24 genes con una anotacion funcional, 9
genes sin ninguna anotacion funcional y 2 secuencias nuevas (hitos gendmicos). La identificacién de los productos
génicos implicados en la regulacion de la diferenciacién y del funcionamiento de los osteoclastos ha conducido pues al
descubrimiento de nuevas dianas para el desarrollo de nuevos tratamientos especificos de estados patologicos
caracterizados por la remodelacion ésea anormal. Las secuencias representativas recogidas en la tabla 1 se presentan
a continuacion y las correspondientes secuencias se ilustran en la tabla 5.

SEQIDn.°1:

La SEQ ID n.° 1 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina hipotética,
LOC284266 de funcion desconocida (véase la tabla 1). Hemos demostrado que este gen esta notablemente inducido
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en los osteoclastos intermedios y maduros en comparacion con las células precursoras y los otros tejidos humanos
normales (figura 1), lo que no se habia descrito anteriormente. Por lo tanto, se cree que este gen podria ser
necesario para la osteoclastogénesis y/o la remodelacion ésea.

SEQID n.° 2:

La SEQ ID n.° 2 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica un marco abierto de lectura
predicho, Cé6orf82, de funcién desconocida (véase la tabla 1). Hemos demostrado que este gen esta
notablemente inducido en los osteoclastos intermedios y maduros en comparacién con las células precursoras y
los otros tejidos humanos normales (figura 2), lo que no se habia descrito anteriormente. Se han identificado
hasta ahora al menos 5 variantes de transcripcién de este gen que codifican las 3 isoformas proteicas que se
habian identificado hasta ahora (NCBI). Por lo tanto, se cree que este gen podria ser necesario para la
osteoclastogénesis y/o la remodelacion ésea.

SEQID n.°3:

La SEQ ID n.° 3 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina hipotética,
LOC133308, de funcion desconocida (véase la tabla 1), pero que puede estar implicado en el proceso de regulacion
del pH. Hemos demostrado que este gen esta notablemente inducido en los osteoclastos intermedios y maduros en
comparacion con las células precursoras y los otros tejidos humanos normales (figura 3), lo que no se habia descrito
anteriormente. Por lo tanto, se cree que este gen podria ser necesario para la osteoclastogénesis y/o la
remodelacion Osea.

SEQID n.°4:

La SEQ ID n.° 4 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina hipotética,
LOC116211, de funcidon desconocida (véase la tabla 1). Hemos demostrado que este gen esta notablemente
inducido en los osteoclastos intermedios y maduros en comparacion con las células precursoras y los otros tejidos
humanos normales (figura 4), lo que no se habia descrito anteriormente. Por lo tanto, estd implicito que este gen
podria ser necesario para la osteoclastogénesis y/o la remodelacion dsea.

SEQIDn.°5:

La SEQ ID n.° 5 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina predicha,
LOC151194 (similar al antigeno HCA557b asociado al carcinoma hepatico), de funcién desconocida (véase la tabla
1). Hemos demostrado que este gen estd notablemente inducido en los osteoclastos intermedios y maduros en
comparacion con las células precursoras y los otros tejidos humanos normales (figura 5), lo que no se habia descrito
anteriormente. Por consiguiente, se cree que este gen podria ser necesario para la osteoclastogénesis y/o la
remodelacion Gsea.

SEQ ID n.°6:

La SEQ ID n.° 6 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina, el ligando 5 de
quimiocinas con motivo C-X-C (CXCL5), que es una quimiocina inflamatoria que pertenece a la familia de las
qguimiocinas CXC (véase la tabla 1). Hemos demostrado que este gen esta notablemente inducido en los
osteoclastos maduros en comparacion con las células precursoras y los otros tejidos humanos normales (figura 6), lo
que no se habia descrito anteriormente. Por lo tanto, se cree que este gen podria ser necesario para la
osteoclastogénesis y/o la remodelacion ésea.

SEQIDnC7:

La SEQ ID n.° 7 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina, ATPasa, la
proteina accesoria lisosémica 2 transportadora de H" (ATP6AP2), que esta asociada a las adenosina trifosfatasas
(ATPasas). Las ATPasas transportadoras de protones tienen funciones fundamentales en la conservacion de la
energia, en el transporte activo secundario, en la acidificacion de los compartimentos intracelulares y en la
homeostasis del pH celular (véase la tabla 1). Hemos demostrado que este gen esta notablemente inducido en los
osteoclastos maduros en comparacion con las células precursoras y los otros tejidos humanos normales (figura 7), lo
que no se habia descrito anteriormente. Por lo tanto, se cree que este gen podria ser necesario para la
osteoclastogénesis y/o la remodelacion ésea.

SEQID n.°8:

La SEQ ID n.° 8 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina, la la proteina 1
de tipo proteasa 12 especifica de ubicuitina (USP12), que esta asociada al catabolismo proteico dependiente de la
ubicuitina (véase la tabla 1). Hemos demostrado que este gen esta notablemente inducido en los osteoclastos
intermedios y maduros en comparacion con las células precursoras y los otros tejidos humanos normales (figura 8),
lo que no se habia descrito anteriormente. Por lo tanto, se cree que este gen podria ser necesario para la
osteoclastogénesis y/o la remodelacion ésea.
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SEQIDNn..9:

La SEQ ID n.° 9 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina, la isoforma 1 de
la enzima E2E de conjugacion a la ubicuitina (homéloga de UBCA4/5, levadura) (UBE2E1), que esta asociada al
catabolismo proteico dependiente de la ubicuitina (véase la tabla 1). Hasta ahora se han descrito 2 variantes de
transcripcion e isoformas de la proteina para este gen. Hemos demostrado que este gen esta notablemente inducido
en los osteoclastos maduros en comparacion con las células precursoras y los otros tejidos humanos normales
(figura 9), lo que no se habia descrito anteriormente. Por lo tanto, se cree que este gen podria ser necesario para la
osteoclastogénesis y/o la remodelacion ésea.

SEQ ID n.°10:

La SEQ ID n.° 10 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina, la proteina de
tipo proteina fijadora de emopamilo (EBPL), que puede tener actividad colestenol A-isomerasa (véase tabla 1).
Hemos demostrado que este gen esta notablemente inducido en los osteoclastos intermedios y maduros en
comparacién con las células precursoras y los otros tejidos humanos normales (figura 10), lo que no se habia
descrito anteriormente. Por lo tanto, se cree que este gen podria ser necesario para la osteoclastogénesis y/o la
remodelacion 6sea.

SEQIDn.c11

La SEQ ID n.° 11 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina, el factor 1
potenciador de la diferenciacion y del desarrollo (DDEF1), que puede estar implicado en la movilidad y en la
adhesion celulares (véase la tabla 1). Hemos demostrado que este gen estd notablemente inducido en los
osteoclastos intermedios y maduros en comparacion con las células precursoras y los otros tejidos humanos
normales (figura 11), lo que no se habia descrito anteriormente. Por consiguiente, se cree que este gen podria ser
necesario para la osteoclastogénesis y/o la remodelacion ésea.

SEQIDNn.12

La SEQ ID n.° 12 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina, el miembro 7 de
la familia SLAM (SLAM7), que puede tener actividad receptora y estar implicado en la adhesion celular, pero todavia
no estd caracterizado completamente (véase la tabla 1). Hemos demostrado que este gen esta notablemente
inducido en los osteoclastos maduros en comparacion con las células precursoras y los otros tejidos humanos
normales (figura 12), lo que no se habia descrito anteriormente. Por lo tanto, se cree que este gen podria ser
necesario para la osteoclastogénesis y/o la remodelacion 6sea.

SEQIDNn.°13

La SEQ ID n.° 13 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina, la enzima E2E
3 de conjugacion a la ubicuitina (homélogo a UBC4/5, levadura) (UBE2E3), que estd asociada al catabolismo
proteico dependiente de la ubicuitina (véase la tabla 1). Hasta ahora se han documentado 2 variantes de
transcripcion, que codifican la misma isoforma de la proteina. Hemos demostrado que este gen esta notablemente
inducido en los osteoclastos maduros en comparacion con las células precursoras y los otros tejidos humanos
normales (figura 1), lo que no se habia descrito anteriormente. Por lo tanto, se cree que este gen podria ser
necesario para la osteoclastogénesis y/o la remodelacion ésea.

SEQIDn.214

La SEQ ID n.° 14 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina, galanina (GAL),
gue esta asociada a la actividad de hormona neuropeptidica (véase la tabla 1). Hemos demostrado que este gen
esta notablemente inducido en los osteoclastos intermedios y maduros en comparacion con las células precursoras y
los otros tejidos humanos normales excepto para el colon (figura 14), lo que no se habia descrito anteriormente. Por
lo tanto, se cree que este gen podria ser necesario para la osteoclastogénesis y/o la remodelacion 6sea.

SEQID n.°15

La SEQ ID n.° 15 (tabla 15) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina, el factor n-pac
nuclear de tipo citocina (N-PAC), que puede tener actividad oxidorreductasa (véase la tabla 1). Hemos demostrado
que este gen esta notablemente inducido en los osteoclastos intermedios y maduros en comparacion con las células
precursoras y los otros tejidos humanos normales (figura 15), lo que no se habia descrito anteriormente. Sin
embargo, se observo algo de sobreexpresion de este gen, aunque por debajo de la de los osteoclastos maduros, en
corazon, trompa de Falopio, bazo y cuello de Gtero. Por lo tanto, se cree que este gen podria ser necesario para
para la osteoclastogénesis y/o la remodelacion ésea.

SEQ 1D n.° 16

La SEQ ID n.° 16 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina, la integrina a X
(antigeno CD11C (p150), polipéptido a) (ITGAX), que esta implicada en la adhesion celular y en la fijacion de iones
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(véase la tabla 1). Hemos demostrado que este gen esta notablemente inducido en los osteoclastos intermedios y
maduros en comparacion con las células precursoras y los otros tejidos humanos normales (figura 16), lo que no se
habia descrito anteriormente. Se observa que este gen presenta una expresion minima, aunque mucho mas baja
gue en los osteoclastos maduros, en la glandula suprarrenal, pulmén y bazo entre los tejidos normales. Por lo tanto,
se cree que este gen podria ser necesario para la osteoclastogénesis y/o la remodelacion 6sea.

SEQIDn.17:

La SEQ ID n.° 17 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina, homéloga de la
anquilosis progresiva (ratdon) (ANKH), que esta implicada en la regulacion de los niveles de pirofosfato, y se sugiere
que es un posible mecanismo de regulacion de la calcificacion del tejido (véase la tabla 1). Hemos demostrado que
este gen estd notablemente inducido en los osteoclastos intermedios y maduros en comparacion con las células
precursoras y los otros tejidos humanos normales (figura 17), lo que no se habia descrito anteriormente. Sin
embargo, se ha descrito que este gen esta implicado en la mineralizacién 6sea, pero sin pruebas de su induccién en
los osteoclastos (Malkin et al., 2005). Por lo tanto, se cree que este gen podria ser necesario para la
osteoclastogénesis y/o la remodelacién dsea.

SEQID n.°18:

La SEQ ID n.° 18 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina, ATPasa, V1
subunidad A transportadora de H' y lisosémica de 70 kDa, que esta implicada en un mecanismo rotacional de
actividad ATPasa transportadora de hidrégeno (véase la tabla 1). Hemos demostrado que este gen esta
notablemente inducido en los osteoclastos maduros en comparacion con las células precursoras y los otros tejidos
humanos normales (figura 18), lo que no se habia descrito anteriormente. Por consiguiente, se cree que este gen
podria ser necesario para la osteoclastogénesis y/o la remodelacion 6sea.

SEQIDNn.°19

La SEQ ID n.° 19 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica un marco abierto de lectura
gue codifica la proteina FLJ10874 (marco abierto de lectura 75 del cromosoma 1), que no tiene una funcién conocida
(véase la tabla 1). Hemos demostrado que este gen esta notablemente inducido en los osteoclastos maduros en
comparacion con las células precursoras y los otros tejidos humanos normales (figura 19), lo que no se habia
descrito anteriormente. Por consiguiente, se cree que este gen podria ser necesario para la osteoclastogénesis y/o
la remodelacion osea.

SEQID n.° 20

La SEQ ID n.° 20 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina, la proteina 1
fijadora de la integrina B1 (ITGB1BP1), que tiene una funcidn importante durante la adhesion celular dependiente de
integrinas (véase la tabla 1). Se han aislado dos variantes de transcripcion e isoformas de la proteina para este gen.
Hemos demostrado que este gen esta notablemente inducido en los osteoclastos maduros en comparacion con las
células precursoras y los otros tejidos humanos normales (figura 20), lo que no se habia descrito anteriormente. Por
lo tanto, se cree que este gen podria ser necesario para la osteoclastogénesis y/o la remodelacion 6sea.

SEQID n.° 21:

La SEQ ID n.° 21 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina, la tipo
tiorredoxina 5 (TXNL5), que no tiene una funcién conocida (véase la tabla 1). Hemos demostrado que este gen esta
notablemente inducido en los osteoclastos intermedios y maduros en comparacién con las células precursoras y los
otros tejidos humanos normales con la excepcién del eséfago (figura 21), lo que no se habia descrito anteriormente.
Por lo tanto, se cree que este gen podria ser necesario para la osteoclastogénesis y/o la remodelacion ésea.

SEQ ID n.° 22

La SEQ ID n.° 22 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina, el miembro E
de la familia 4 de las lectinas de tipo C (CLECSF9), que no tiene una funcién especifica conocida (véase la tabla 1).
Los miembros de esta familia comparten un plegamiento proteico comun y tienen funciones diversas, tal como
adhesion celular, sefalizacion intercelular, recambio de glucoproteinas y funciones en la inflamacion y la respuesta
inmunitaria. Hemos demostrado que este gen esta notablemente inducido en los osteoclastos maduros en
comparacion con las células precursoras y los otros tejidos humanos normales, con la excepcion del pulmén vy el
bazo (figura 22), lo que no se habia descrito anteriormente. En este punto, no podemos descartar la hibridacion
cruzada con miembros de la familia en el pulmén y en el bazo. Por consiguiente, se cree que este gen podria ser
necesario para la osteoclastogénesis y/o la remodelacion ésea.

SEQ ID n.° 23

La SEQ ID n.° 23 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina, RAB33A,
miembro de la familia del oncogén RAS (RAB33A), que tiene actividad GTPasa (véase la tabla 1). Hemos
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demostrado que este gen esta notablemente inducido en los osteoclastos intermedios y maduros en comparacion
con las células precursoras y los otros tejidos humanos normales con la excepcién del cerebro (figura 23), lo que no
se habia descrito anteriormente. Por consiguiente, se cree que este gen podria ser necesario para la
osteoclastogénesis y/o la remodelacién dsea.

SEQID n.°24

La SEQ ID n.° 24 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina, el gen 1 de la
regién critica del sindrome de Down (DSCR1), que interacciona con la calcineurina A e inhibe las vias de
sefializacion dependientes de la calcineurina, lo que posiblemente afecta al desarrollo del sistema nervioso central
(véase la tabla 1). Hay 3 variantes de transcripcion e isoformas proteicas aisladas hasta la fecha. Hemos
demostrado que este gen esta notablemente inducido en los osteoclastos intermedios y maduros en comparacion
con las células precursoras y los otros tejidos humanos normales (figura 24), lo que no se habia descrito
anteriormente. Por lo tanto, se cree que este gen podria ser necesario para la osteoclastogénesis y/o la
remodelacion 6sea.

SEQ ID n.° 25

La SEQ ID n.° 25 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina, la proteina Ykt6
(YKT6) del grupo SNARE, que es una de las moléculas SNARE de reconocimiento implicadas en el transporte
vesicular entre los compartimentos secretores (véase la tabla 1). Hemos demostrado que este gen esta
notablemente inducido en los osteoclastos maduros en comparacion con las células precursoras y los otros tejidos
humanos normales (figura 25), lo que no se habia descrito anteriormente. Por consiguiente, se cree que este gen
podria ser necesario para la osteoclastogénesis y/o la remodelacion 6sea.

SEQ ID n.° 26

La SEQ ID n.° 26 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina, la actinina a1
(ACTN1), que es citoesquelética y esta implicada en la fijacion y la adhesion de la actina (véase la tabla 1). Hemos
demostrado que este gen esta notablemente inducido en los osteoclastos intermedios y maduros en comparacion
con las células precursoras y los otros tejidos humanos normales (figura 26), lo que no se habia descrito
anteriormente. Por consiguiente, se cree que este gen podria ser necesario para la osteoclastogénesis y/o la
remodelacion Osea.

SEQID n.° 27

La SEQ ID n.° 27 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina, el homélogo X
de la peptidasa caseinolitica ClpX (E. coli) (CLPX), que puede estar implicada en el recambio proteico (véase la tabla
1). Hemos demostrado que este gen estd notablemente inducido en los osteoclastos intermedios y maduros en
comparacion con las células precursoras y los otros tejidos humanos normales (figura 27), lo que no se habia
descrito anteriormente. Por lo tanto, se cree que este gen podria ser necesario para la osteoclastogénesis y/o la
remodelacion Osea.

SEQ 1D n.° 28

La SEQ ID n.° 28 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina, la anhidrasa
carbonica Il (CA2), que tiene actividad carbonato deshidratasa (véase la tabla 1). La falta de esta enzima esta
asociada a la osteopetrosis y a la acidosis tubular renal (McMahon et al., 2001) y se ha demostrado que esta
inducida en los osteoclastos maduros en condiciones de pH acido inducido (Biskobing y Fan, 2000). Hemos
demostrado que este gen esta notablemente inducido en los osteoclastos intermedios y maduros en comparacion
con las células precursoras independientemente de las condiciones de pH &cido inducido y de los otros tejidos
humanos normales (figura 28), lo que no se habia descrito anteriormente. Sin embargo, también se observo la
elevada expresion de este gen en el colon y en el estbmago, pero todavia significativamente por debajo del nivel en
los osteoclastos maduros. Por consiguiente, se cree que este gen podria ser necesario para la osteoclastogénesis
y/o la remodelacion dsea.

SEQID n.°29

La SEQ ID n.° 29 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina, la nexina 10
clasificadora (SNX10), cuya funcion no se ha determinado (véase la tabla 1). Hemos demostrado que este gen esta
notablemente inducido en los osteoclastos maduros en comparacion con las células precursoras y la mayor parte de
los tejidos humanos normales (figura 29), lo que no se habia descrito anteriormente. Sin embargo, también se
observo la elevada expresion de este gen en el higado, cerebro, pulmén, corteza suprarrenal, rifién y bazo, aunque
significativamente por debajo del nivel en los osteoclastos maduros. Por consiguiente, se cree que este gen podria
ser necesario para la osteoclastogénesis y/o la remodelacion ésea.
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SEQ ID n.° 30

La SEQ ID n.° 30 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina, que contiene 3
dominios Tudor (TDRD3), cuya funcién no se ha determinado, pero que puede estar implicada en la fijacién a acidos
nucleicos (véase la tabla 1). Hemos demostrado que este gen estd notablemente inducido en los osteoclastos
maduros en comparacion con las células precursoras y la mayoria de los tejidos humanos normales (figura 30), lo
gue no se habia descrito anteriormente. Sin embargo, se observé expresion de este gen por encima del nivel basal
en los tejidos humanos normales debido a que el precursor estaba mas bajo de lo normal, aunque todavia estaba
significativamente por debajo del nivel en los osteoclastos maduros. Por lo tanto, se mantuvo la seleccion de este
gen. Por consiguiente, se cree que este gen podria ser necesario para la osteoclastogénesis y/o la remodelacion
Osea.

SEQID n.°31

La SEQ ID n.° 31 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina, la
selenoproteina P, plasma, 1 (SEPP1), que se ha implicado en la defensa oxidante en el espacio extracelular y en el
transporte de selenio (véase la tabla 1). Este gen codifica una selenoproteina que contiene varias selenocisteinas.
La selenocisteina esta codificada por el codon UGA que suele ser de parada. Los amino4cidos inusuales estan
sefialados con una «U» en la secuencia de aminoacidos en la SEQ ID n.° 78 (tabla 5) o mediante Xaa en la lista de
secuencias. Hemos demostrado que este gen esta notablemente inducido en los osteoclastos intermedios y
maduros en comparacion con las células precursoras y la mayoria de los tejidos humanos normales (figura 31), lo
gue no se habia descrito anteriormente. Sin embargo, se observo la expresion de este gen por encima del nivel
basal en los tejidos humanos normales debido a que el nivel del precursor era mas bajo de lo normal, pero era
todavia significativamente menor que el nivel en los osteoclastos maduros. Por consiguiente, se mantuvo la
seleccidon de este gen. Por lo tanto, se cree que este gen podria ser necesario para la osteoclastogénesis y/o la
remodelacion 6sea.

SEQID n.° 32

La SEQ ID n.° 32 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina hipotética,
KIAA0040, que no tiene ninguna funcidon conocida (véase la tabla 1). Hemos demostrado que este gen esta
notablemente inducido en los osteoclastos intermedios y maduros en comparacion con las células precursoras y la
mayoria de los tejidos humanos normales (figura 32), lo que no se habia descrito anteriormente. Sin embargo, se
observo la expresion de este gen por encima del nivel basal en los tejidos humanos normales debido a que el nivel
del precursor era més bajo de lo normal, pero era todavia significativamente menor que el nivel en los osteoclastos
maduros. Por consiguiente, se mantuvo la seleccion de este gen. Por lo tanto, se cree que este gen podria ser
necesario para la osteoclastogénesis y/o la remodelacion ésea.

SEQ ID n.° 33

La SEQ ID n.° 33 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina, la
dipeptidilpeptidasa 4 (CD26, proteina 2 del complejo de la adenosina desaminasa) (DPP4), que es una glucoproteina
intrinseca de la membrana y una serina exopeptidasa que escinde los dipéptidos de X-prolina desde el extremo
amino de los polipéptidos (véase la tabla 1). Hemos demostrado que este gen esta notablemente inducido en los
osteoclastos intermedios y maduros en comparacion con las células precursoras y la mayoria de los tejidos humanos
normales (figura 33), lo que no se habia descrito anteriormente. Sin embargo, se observé la expresion de este gen
por encima del nivel basal en los tejidos humanos normales, excepto en la placenta, pulmon, ovario, rifidn, préstata e
intestino delgado, debido a que el nivel del precursor era méas bajo de lo normal, pero era todavia significativamente
menor que el nivel en los osteoclastos maduros. Por consiguiente, se mantuvo la seleccién de este gen. Por
consiguiente, se cree que este gen podria ser necesario para la osteoclastogénesis y/o la remodelacion 6sea.

SEQ ID n.° 34:

La SEQ ID n.° 34 (tabla 5) corresponde a un gen previamente identificado que codifica una proteina, la precursora de la
cistatina C, y se sabe que miembros de la familia de la cistatina son inhibidores de las cisteina proteasas (véase la tabla
1). Hemos demostrado que este gen esta notablemente inducido en los osteoclastos intermedios y maduros en
comparacion con las células precursoras y los otros tejidos humanos normales (figura 34), lo que no se habia descrito
anteriormente. Sin embargo, esta bien documentado que la cistatina C desempefia una funcion critica a la hora de
inhibir la osteoclasia debida a los osteoclastos (Brage et al., 2005). Por lo tanto, el perfil de hibridacion de este gen es
un ejemplo excelente de las secuencias muy inducidas y especificas relacionadas con los osteoclastos.

SEQ ID n.° 85:

La SEQ ID n.° 85 (tabla 5) codifica una proteina desconocida que se encuentra en el cromosoma 1 (clon RP11-
344F13), que contiene un gen nuevo (véase la tabla 1). Hemos demostrado que este gen esta notablemente
inducido en los osteoclastos intermedios y maduros en comparacion con las células precursoras y los otros tejidos
humanos normales (figura 38), o que no se habia descrito anteriormente. Por consiguiente, se deduce que este gen
podria ser necesario para la osteoclastogénesis y/o la remodelacion 6sea.

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2397441 T3

SEQ ID n.° 86

La SEQ ID n.° 86 (tabla 5) no codifica ninguna proteina conocida. Se trata de un gen desconocido que coincide con
la secuencia de una EST que corresponde a BQ182670 en la base de datos y que se aisl6 de una muestra de
cartilago artrésico (véase la tabla 1). Hemos demostrado que este gen estd muy inducido en los osteoclastos
intermedios y maduros en comparacion con las células precursoras y los otros tejidos humanos normales (figura 39),
lo que no se habia descrito anteriormente. Por lo tanto, se deduce que este gen podria ser necesario para la
osteoclastogénesis y/o la remodelacion 6sea.

H.- Clonacioén de los cDNA completos de las secuencias seleccionadas entre los MRNA de osteoclasto:

Era necesario obtener secuencias de cDNA completos para realizar estudios funcionales de las proteinas
expresadas. Cada vez hay mas variantes de ayuste implicadas en las funciones especificas del tejido y, como tal, es
importante trabajar con clones de cDNA del sistema en estudio. El solicitante también reconoce que las variantes de
ayuste no siempre intervienen en ello. Por lo tanto, la estrategia del solicitante ha sido aislar las secuencias de cDNA
completos y relevantes directamente de los osteoclastos para identificar las variantes y su posible funcién con
respecto a la especificidad.

Los clones de cDNA codificantes se aislaron con una estrategia 5-RACE (Invitrogen, Burlington, ON) y una
estrategia estandar especifica del gen con dos cebadores de PCR. La estrategia 5'-RACE utiliz6 el cDNA preparado
a partir de RNA de osteoclastos seleccionado por la caperuza y/o RNA de osteoclastos amplificado con RAMP. Para
la amplificacion con cebadores especificos del gen, se utilizé tanto el cDNA preparado de RNA con RAMP como
RNA total. Todos los cDNA se sintetizaron siguiendo los procedimientos de transcripcion inversa estandares
(Invitrogen, Burlington, ON). Las secuencias de cDNA obtenidas se clonaron en E. coli DH10B y se determingé la
secuencia nucleotidica de varios clones. Después, las secuencias de los cDNA de cada conjunto se alinearon y se
identificé el o los marcos abiertos de lectura (ORF, por su nombre en inglés) con programas informéticos estandares
(p. €}, ORF Finder-NCBI). La tabla 2 muestra la secuencia consenso de los clones de cDNA de la region codificante
de SEQ ID n.° 1 (SEQ ID n.° 83) y SEQ ID n.° 2 (SEQ ID n.° 84) obtenidos de una muestra de los osteoclastos
humanos, que son idénticas a las de las secuencias publicadas que corresponden a los nimeros de acceso
NM_213602 y NM_001014433 (NCBI), respectivamente.

I.- Estudios de interferencia por RNA

La interferencia por RNA es un mecanismo de regulacion génica recientemente descubierto que implica la
disminucion, especifica de secuencia, de la expresion de un gen al dirigir el mMRNA hacia la degradacion y, aunque
se describi6é originalmente en las plantas, se ha descubierto en muchos reinos animales, desde los protozoos e
invertebrados hasta los eucariotas superiores (revisado en Agrawal et al., 2003). En el contexto fisioldgico, el
mecanismo de interferencia por RNA lo desencadena la presencia de moléculas de RNA bicatenario que se
escinden mediante una proteina de tipo RNasa lll activa en las células, denominada Dicer, que libera los siRNA de
21 a 23 pb. El siRNA, de una manera guiada por la homologia, forma un complejo con una amalgama de proteinas y
RNA denominada RISC (complejo silenciador inducido por RNA) en presencia de mRNA para provocar la
degradacion, lo que da lugar a la atenuacion de la expresion de este mRNA (Agrawal et al., 2003).

Las estrategias actuales para estudiar la funcion de los genes, tal como los ratones genosuprimidos y los negativos
dominantes, a menudo son ineficaces y generalmente caros, y necesitan mucho tiempo. La interferencia por RNA
esta resultando ser un procedimiento de eleccion para el andlisis de un gran nimero de genes de una manera rapida
y relativamente barata. Aunque la transfeccion de los siRNA sintéticos es un método eficaz, los efectos a menudo
son transitorios en el mejor de los casos (Hannon G. J, 2002). La introduccion de plasmidos que expresan RNA
ahorquillados pequefios mediante la transfeccion estable ha resultado satisfactoria al permitir el analisis mediante
interferencia por RNA en los estudios a largo plazo (Brummelkamp et al., 2002; Elbashir et al., 2001). Ademas, los
avances mas recientes han permitido la expresién de moléculas de siRNA, en forma de RNA ahorquillado pequefio,
en células humanas primarias mediante procedimientos que usan virus, tal como lentivirus, para introducirlos (Lee et
al., 2004; Rubinson et al., 2003).

J.- Determinacion de los efectos bloqueadores de la osteoclastogénesis

Para desarrollar un procedimiento de escrutinio para los genes candidatos humanos, la interferencia por RNA se
adapto para introducir shRNA en las células precursoras de osteoclastos humanos, por lo que se pudo atenuar la
expresion de los genes candidatos. Esta estrategia permitiria entonces realizar la diferenciacion de los osteoclastos
en las células que contienen una menor expresion de estos genes para determinar si son necesarios, 0 no, en el
procedimiento.

Para este fin se utilizdé un sistema comercial de suministro de shRNA con lentivirus (Invitrogen, Burlington, ON) para
introducir shRNA especificos en las células precursoras de osteoclastos humanos. Las técnicas utilizadas fueron las
descritas por el fabricante, a menos que se indique otra cosa. En este ejemplo se presentan los resultados obtenidos
para dos de los genes candidatos, SEQ ID n.° 1 (AB0326) y SEQ ID n.° 2 (AB0369) ensayados hasta la fecha. Las
proteinas codificadas por ambos genes no tienen una funcion conocida. Las secuencias de shRNA utilizadas para
dirigir especificamente la SEQ ID n.° 1y la SEQ ID n.° 2 fueron 5'-CAGGCCCAGGAGTCCAATT-3' (SEQ ID n.°42) y 5'-
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TCCCGTCTTTGGGTCAAAA-3' (SEQ ID n.° 43), respectivamente. Brevemente, en el vector de expresion en lentivirus
se clon6 una plantilla para la expresion del shRNA y se cotransfecté en las células 293FT con vectores de expresion
para las proteinas estructurales del virus. Después de dos dias, los sobrenadantes que contenian el lentivirus se
recogieron y se conservaron a —80 °C. Los precursores de los osteoclastos humanos que se compraron a Cambrex
(East Rutherford, NJ) se sedimentaron en placas de 24 pocillos y se cultivaron en medio completo con el factor
estimulador de colonias de macréfagos y se dejé que se adhirieran durante tres dias. Después del lavado con PBS,
las células se infectaron a una MDI (multiplicidad de infeccion) de 20 con particulas lentiviricas que contienen un
shRNA especifico para el gen lacZ bacteriano como control (shRNA de lacZ), o bien con la SEQ ID n.° 1 (shRNA de
AB0326) o la SEQ ID n.° 2 (shRNA de AB0369). Después de 24 horas, las células infectadas se trataron con el
mismo medio que contenia el ligando de RANK a 100 ng/ml durante 5 a 8 dias para permitir la diferenciacion del
osteoclasto a partir de las células precursoras. Los osteoclastos maduros se fijaron con formaldehido y se tifieron
para detectar la expresion de TRAP como sigue: las células se lavaron con PBS y se fijaron en formaldehido al 10%
durante 1 hora. Después de dos lavados con PBS, las células se permeabilizaron ligeramente en Triton X-100 al
0,2% en PBS durante 5 minutos antes del lavado en PBS. La tincion se llevé a cabo a 37 °C durante 20 a 25 min en
fosfato de naftol AS-MX al 0,01%, Fast Red Violet al 0,06%, tartrato de sodio a 50 mM, acetato de sodio a 100 mM,
pH 5,2. Las células tefiidas se visualizaron con el microscopio Optico y se fotografiaron (aumentos: 40X). Se observo
una disminucién significativa del niamero de osteoclastos multinucleados a partir de las células precursoras
infectadas con el shRNA de AB0326 (figura 35A, panel inferior) y con el shRNA de AB0369 (figura 35B, panel
inferior) en comparacion con las que se producen con el shRNA de lacZ (figuras 35A y B, paneles superiores). Por
consiguiente, en ambos casos, el shRNA lentivirico correspondiente (SEQ ID n.° 42 y 43, respectivamente) (tabla 4)
perturbd la osteoclastogénesis. Estos resultados indicaban con claridad que la expresion del gen que codifica la SEQ
ID n.°1 (AB0326) y la SEQ ID n.° 2 (AB0369) es necesaria para la diferenciacion de los osteoclastos.

Se llevaron a cabo experimentos similares a los descritos mas arriba con otras secuencias (SEQ ID n.° 3 a SEQ ID
n.° 33, SEQ ID n.° 85 0 SEQ ID n.° 86).

K.- Validacién biolégica del ort6logo de ratén para AB0326 (SEQ ID n.° 35) en la osteoclastogénesis con el modelo
RAW 264.7

Como un medio para desarrollar un ensayo de escrutinio de farmacos para el descubrimiento de moléculas
terapéuticas capaces de atenuar la diferenciacién y la actividad de los osteoclastos humanos mediante las dianas
identificadas, fue necesario utilizar otro modelo de diferenciacién de los osteoclastos. La linea de las células
precursoras de osteoclastos RAW 264.7 (RAW) se conoce bien en la técnica como modelo murino de la
osteoclastogénesis. Sin embargo, debido a la dificultad para la transfeccidn transitoria de las células RAW, se utilizd
la estrategia de transfeccion estable, donde los shRNA se expresan constitutivamente en las células RAW. Esto
permitié llevar a cabo estudios a largo plazo tales como la diferenciacion de los osteoclastos en presencia de
determinados shRNA identificados por ser especificos de los ortélogos murinos de las dianas humanas.

Las células RAW se compraron a la American Type Culture Collection (Manassass, VA) y se mantuvieron en DMEM
con glucosa elevada que contenia suero bovino fetal al 10% y antibidticos. Las células se subcultivaron cada dos
semanas hasta un maximo de 10-12 pases. Para los experimentos de diferenciacion de osteoclastos, las células RAW
se inocularon en placas de 96 pocillos a una densidad de 4 x 10° células/pocillo y se dejaron crecer durante 24 h. La
diferenciacion se indujo en DMEM con glucosa elevada, suero bovino fetal tratado con carbén vegetal al 10% (obtenido
de Hyclone, Logan, UT), SAB al 0,05%, antibiéticos, factor estimulador de las colonias de macréfagos (M-CSF) a 10
ng/ml y ligando de RANK a 100 ng/ml. Las placas se realimentaron el dia 3 y los osteoclastos fueron claramente
visibles al 4.° dia. Tipicamente, las células se tifieron para TRAP el dia 4 0 5 a menos que se indique de otra manera.

Para incorporar los casetes de expresion de shRNA en los cromosomas de las células RAW, se compr6 el plasmido
pSilencer 2.0 (SEQ ID n.° 47) a Ambion (Austin, TX) y los oligonucle6tidos especificos de la secuencia se ligaron
como recomienda el fabricante. Se disefiaron dos plasmidos de expresion de shRNA y las secuencias 5'-
GCGCCGCGGATCGTCAACA-3' (SEQ ID n.° 44)y 5. ACACGTGCACGGCGGCCAA-3' (SEQ ID n.° 45) se utilizaron para
atenuar la expresion génica del ortélogo de ratén de AB0326 (SEQ ID n.° 35). En estos experimentos se incluyd
también como un control negativo un plasmido suministrado por Ambion que contiene una secuencia de shRNA
mezclada sin ninguna homologia con ningin gen de mamifero. Las células RAW se inocularon en placas de 6
pocillos a una densidad de 5 x 10° células/pocillo y se transfectaron con 1 pg de cada plasmido utilizando Fugene6
(Roche, Laval, QC) como se describe en el protocolo. Después de la seleccion de los transfectantes estables en el
medio que contiene puromicina a 2 pg/ml, las lineas celulares se expandieron y se les analizé la capacidad de
osteoclastogénesis en presencia del ligando de RANK.

Las lineas celulares transfectadas de forma estable se designaron RAW-0326.1, RAW-0326.2 y RAW-ctl. Se
inocularon 4000 células/pocillo en placas de 96 pocillos por triplicado y se trataron con el ligando de RANK a 100
ng/ml. Después de 4 dias, los osteoclastos se tifieron para ver la expresion de TRAP y se visualizaron con el
microscopio O6ptico (aumentos de 40X y 100X, como se describe en los paneles izquierdo y derecho,
respectivamente).

Los resultados representativos para la linea RAW-0326.2 se muestran en la figura 36. La linea celular RAW-0326.2
produjo significativamente menos osteoclastos (figura 36; panel inferior) que la linea celular que contenia el ShRNA
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aleatorizado (figura 36, panel superior). La linea celular RAW-0326.1 también mostré la atenuacion del ortélogo de
ratén de AB0326, pero no tan pronunciada (datos sin mostrar). Por lo tanto, al igual que se observé para las SEQ ID
n.% 42 y 43, los siRNA para el ortélogo de ratén (SEQ ID n.° 44 y 45) (tabla 4) perturban el fenotipo de la
diferenciacion de los osteoclastos en el modelo de ratén también. Estos resultados, unidos a los obtenidos en las
células precursoras de los osteoclastos humanos con el sistema de administraciéon de shRNA mediante lentivirus
(apartado J), demuestran que en los humanos y en el ratén se necesita claramente el producto génico de AB0326
para la osteoclastogénesis.

L.- Un ensayo de complementacién funcional para la SEQ ID n.° 1 (AB0326) en las células RAW 264.6 para escrutar
los inhibidores de la osteoclastogénesis

Para establecer un ensayo de escrutinio basado en la SEQ ID n.° 1 (AB0326) para encontrar moléculas pequefias
capaces de atenuar la diferenciacion de los osteoclastos, el cDNA que codifica el AB0326 humano se introdujo en la
linea celular RAW-0326.2. Asi pues, si el AB0326 humano desempefia la misma funcion que el ortélogo de ratén en
las células RAW 264.7, debe restaurar la capacidad de la osteoclastogénesis de la linea celular RAW-0326.2.

Para llevar a cabo esta tarea, la linea celular RAW-0326.2 se transfectd con un vector de expresién para eucariotas
que codifica el cDNA de longitud completa del AB0326 humano, denominado pd2-hAB0326. Este vector de
expresion (pd2; SEQ ID n.° 47) se modificé a partir de un vector comercial, el pd2-EGFP-N1 (Clontech, Mountain
View, CA), en donde el gen de EGFP se reemplazd por la secuencia codificante completa del cDNA del AB0326
humano. La expresién del gen de AB0326 estaba impulsada desde un promotor fuerte del CMV. Se seleccionaron
transfectantes estables para el antibiético G418. Esto dio lugar a una linea celular RAW-0326.2 que expresaba el
producto del gen de AB0326 humano en el cual se habia silenciado el ortélogo de raton de AB0326. Como control,
las células RAW-0326.2 se transfectaron con el vector vacio pd2, que no debe complementar la actividad de shRNA
de AB0326. De igual forma, el vector vacio pd2 se introdujo por transfeccion en las células RAW 264.7 para servir
como un control adicional. Después de la seleccion de los conjuntos estables de células, se inocularon 4000
células/pocillo en placas de 96 pocillos y se trataron durante 4 dias con el ligando de RANK a 100 ng/ml. Tras la
fijacion con formaldehido, las células se tifieron para TRAP, un gen marcador especifico de los osteoclastos. Tal y
como se muestra en la figura 37, las células RAW-0326.2 transfectadas con el vector vacio pd2 siguen siendo
incapaces de formar osteoclastos en presencia del ligando de RANK (panel central), lo que indica que el shRNA del
AB0326 de ratén sigue siendo capaz de silenciar la expresion del gen AB0326 en estas células. A la inversa, se
rescatan las células transfectadas con AB0326 humano (pd2-hAB0326) y, por lo tanto, se diferencian en
osteoclastos en respuesta al ligando de RANK (panel derecho). Las células RAW 264.7 que contienen el vector
vacio (pd2) no vieron afectada adversamente la formacién de osteoclastos en presencia del ligando de RANK (panel
izquierdo). Estos resultados confirman que los ort6logos de raton y de humano de AB0326 conservan su funcién en
la diferenciacion de los osteoclastos.

Este tipo concreto de ensayo con células puede servir ahora de base para escrutar compuestos capaces de fijarse e
inhibir el funcionamiento del AB0326 humano. A esta linea celular «rescatada» se le podria aplicar una coleccion de
compuestos para identificar moléculas (farmacos de molécula pequefia, péptidos o anticuerpos) capaces de inhibir a
AB0326. Cualquier reduccion de la diferenciacion de los osteoclastos medida como una reduccién de la expresién de
TRAP seria indicativa de una disminucién de la actividad del AB0326 humano. Este ensayo es aplicable a cualquier
gen necesario para la diferenciacion de los osteoclastos adecuada en las células RAW. Se puede desarrollar un
ensayo de complementacion para cualquier gen humano y utilizarlo como base para el escrutinio de farmacos.

Se estan llevando a cabo experimentos similares a los descritos mas arriba para otras secuencias (SEQ ID n.° 3 a
SEQ ID n.° 33 0 SEQ ID n.° 85 0 SEQ ID n.° 86). Este tipo de ensayo puede utilizarse para escrutar las moléculas
capaces de incrementar o disminuir (p. €j., inhibir) la actividad o expresion de la NSEQ o de la PSEQ.

En las NSEQ descritas en la presente memoria, sus procedimientos, composiciones, usos, sus ensayos o demas, el
polinucleétido puede estar solo 0 en grupo (colectivamente), mas particularmente puede ser (o puede comprender o
consistir en) bien;

una porcion traducible de SEQ ID n.° 1, de SEQ ID n.° 2, de SEQ ID n.° 3, de SEQ ID n.° 4, de SEQ ID n.° 5, de SEQ
IDn.°6,de SEQIDN.7,de SEQID n.°8,de SEQID n.9, de SEQ ID n.° 10, de SEQ ID n.° 11, de SEQ ID n.° 12,
de SEQ ID n.° 13, de SEQ ID n.° 14, de SEQ ID n.° 15, de SEQ ID n.° 16, de SEQ ID n.° 17, de SEQ ID n.° 18, de
SEQ ID n.° 19, de SEQ ID n.° 20, de SEQ ID n.° 21, de SEQ ID n.° 22, de SEQ ID n.° 23, de SEQ ID n.° 24, de SEQ
ID n.° 25, de SEQ ID n.° 26, de SEQ ID n.° 27, de SEQ ID n.° 28, de SEQ ID n.° 29, de SEQ ID n.° 30, de SEQ ID n.°
31, de SEQ ID n.° 32, de SEQ ID n.° 33, de SEQ ID n.° 85 o de SEQ ID n.° 86;

secuencia sustancialmente idéntica a una porcién traducible de SEQ ID n.° 1, de SEQ ID n.° 2, de SEQ ID n.° 3, de
SEQ ID n.° 4, de SEQ ID n.° 5, de SEQ ID n.° 6, de SEQ ID n.° 7, de SEQ ID n.° 8, de SEQ ID n.° 9, de SEQ ID n.°
10, de SEQ ID n.° 11, de SEQ ID n.° 12, de SEQ ID n.° 13, de SEQ ID n.° 14, de SEQ ID n.° 15, de SEQ ID n.° 16,
de SEQ ID n.° 17, de SEQ ID n.° 18, de SEQ ID n.° 19, de SEQ ID n.° 20, de SEQ ID n.° 21, de SEQ ID n.° 22, de
SEQ ID n.° 23, de SEQ ID n.° 24, de SEQ ID n.° 25, de SEQ ID n.° 26, de SEQ ID n.° 27, de SEQ ID n.° 28, de SEQ
ID n.° 29, de SEQ ID n.° 30, de SEQ ID n.° 31, de SEQ ID n.° 32, de SEQ ID n.° 33, de SEQ ID n.° 85 o0 de SEQ ID
n.° 86;
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una secuencia sustancialmente complementaria a una porcion traducible de SEQ ID n.° 1, un fragmento de una
porciéon que se puede transcribir de SEQ ID n.° 1, de SEQ ID n.° 2, de SEQ ID n.° 3, de SEQ ID n.° 4, de SEQ ID n.°
5,de SEQIDnNn.°6,de SEQIDNn.7,de SEQIDNn.°8,de SEQIDNn.9,de SEQ ID n.° 10, de SEQ ID n.° 11, de SEQ
IDn.%12, de SEQ ID n.° 13, de SEQ ID n.° 14, de SEQ ID n.° 15, de SEQ ID n.° 16, de SEQ ID n.° 17, de SEQ ID n.°
18, de SEQ ID n.° 19, de SEQ ID n.° 20, de SEQ ID n.° 21, de SEQ ID n.° 22, de SEQ ID n.° 23, de SEQ ID n.° 24,
de SEQ ID n.° 25, de SEQ ID n.° 26, de SEQ ID n.° 27, de SEQ ID n.° 28, de SEQ ID n.° 29, de SEQ ID n.° 30, de
SEQ ID n.° 31, de SEQ ID n.° 32, de SEQ ID n.° 33, de SEQ ID n.° 85 0 de SEQ ID n.° 86;

un fragmento de una secuencia sustancialmente idéntica a una porcion traducible de SEQ ID n.° 1, de SEQ ID n.° 2,
de SEQIDn.°3,de SEQIDn.° 4, de SEQ ID n.°5, de SEQ ID n.° 6, de SEQ ID n.° 7, de SEQ ID n.° 8, de SEQ ID
n.°9, de SEQID n.° 10, de SEQ ID n.° 11, de SEQ ID n.° 12, de SEQ ID n.° 13, de SEQ ID n.° 14, de SEQ ID n.° 15,
de SEQ ID n.° 16, de SEQ ID n.° 17, de SEQ ID n.° 18, de SEQ ID n.° 19, de SEQ ID n.° 20, de SEQ ID n.° 21, de
SEQ ID n.° 22, de SEQ ID n.° 23, de SEQ ID n.° 24, de SEQ ID n.° 25, de SEQ ID n.° 26, de SEQ ID n.° 27, de SEQ
ID n.° 28, de SEQ ID n.° 29, de SEQ ID n.° 30, de SEQ ID n.° 31, de SEQ ID n.° 32, de SEQ ID n.° 33, de SEQ ID n.°
85 0 de SEQ ID n.° 86;

un fragmento de una secuencia sustancialmente complementaria a una porcion traducible de SEQ ID n.° 1, de SEQ
IDn°2,de SEQIDNn.°3,de SEQIDNn.°4,de SEQIDn°5,de SEQID n.°6,de SEQID n.°7, de SEQ ID n.° 8, de
SEQ ID n.°9, de SEQ ID n.° 10, de SEQ ID n.° 11, de SEQ ID n.° 12, de SEQ ID n.° 13, de SEQ ID n.° 14, de SEQ
ID n.° 15, de SEQ ID n.° 16, de SEQ ID n.° 17, de SEQ ID n.° 18, de SEQ ID n.° 19, de SEQ ID n.° 20, de SEQ ID n.°
21, de SEQ ID n.° 22, de SEQ ID n.° 23, de SEQ ID n.° 24, de SEQ ID n.° 25, de SEQ ID n.° 26, de SEQ ID n.° 27,
de SEQ ID n.° 28, de SEQ ID n.° 29, de SEQ ID n.° 30, de SEQ ID n.° 31, de SEQ ID n.° 32, de SEQ ID n.° 33, de
SEQ ID n.° 85 o0 de SEQ ID n.° 86;

0 una genoteca que comprende una cualquiera de las anteriores.

En las PSEQ descritas en la presente memoria, sus procedimientos, composiciones, usos, kits de ensayo u otros, el
polipéptido puede estar solo 0 en grupo (colectivamente), mas particularmente puede ser (0 puede comprender o
consistir en) bien;

SEQ ID n.° 48, SEQ ID n.° 49, SEQ ID n.° 50, SEQ ID n.° 51, SEQ ID n.° 52, SEQ ID n.° 53, SEQ ID n.° 54, SEQ ID
n.° 55, SEQ ID n.° 56, SEQ ID n.° 57, SEQ ID n.° 58, SEQ ID n.° 59, SEQ ID n.° 60, SEQ ID n.° 61, SEQ ID n.° 62,
SEQ ID n.° 63, SEQ ID n.° 64, SEQ ID n.° 65, SEQ ID n.° 66, SEQ ID n.° 67, SEQ ID n.° 68, SEQ ID n.° 69, SEQ ID
n.° 70, SEQ ID n.° 71, SEQ ID n.° 72, SEQ ID n.° 73, SEQ ID n.° 74, SEQ ID n.° 75, SEQ ID n.° 76, SEQ ID n.° 77,
SEQ ID n.° 78, SEQ ID n.° 79 0 SEQ ID n.° 80;

un fragmento de SEQ ID n.° 48, SEQ ID n.° 49, SEQ ID n.° 50, SEQ ID n.° 51, SEQ ID n.° 52, SEQ ID n.° 53, SEQ ID
n.° 54, SEQ ID n.° 55, SEQ ID n.° 56, SEQ ID n.° 57, SEQ ID n.° 58, SEQ ID n.° 59, SEQ ID n.° 60, SEQ ID n.° 61,
SEQ ID n.° 62, SEQ ID n.° 63, SEQ ID n.° 64, SEQ ID n.° 65, SEQ ID n.° 66, SEQ ID n.° 67, SEQ ID n.° 68, SEQ ID
n.° 69, SEQ ID n.° 70, SEQ ID n.° 71, SEQ ID n.° 72, SEQ ID n.° 73, SEQ ID n.° 74, SEQ ID n.° 75, SEQ ID n.° 76,
SEQ ID n. 77, SEQ ID n.° 78, SEQ ID n.° 79 0 SEQ ID n.° 80;

0 un andlogo biolégicamente activo, variante u ortdlogo no humano de SEQ ID n.° 48, SEQ ID n.° 49, SEQ ID n.° 50,
SEQ ID n.51, SEQ ID n. 52, SEQ ID n.° 53, SEQ ID n.° 54, SEQ ID n.° 55, SEQ ID n.° 56, SEQ ID n.° 57, SEQ ID
n.° 58, SEQ ID n.° 59, SEQ ID n.° 60, SEQ ID n.° 61, SEQ ID n.° 62, SEQ ID n.° 63, SEQ ID n.° 64, SEQ ID n.° 65,
SEQ ID n. 66, SEQ ID n.° 67, SEQ ID n.° 68, SEQ ID n.° 69, SEQ ID n.° 70, SEQ ID n.° 71, SEQ ID n.° 72, SEQ ID
n.73,SEQIDN.°74, SEQIDn.°75, SEQID n.°76, SEQ IDn.°c 77, SEQ ID n.° 78, SEQ ID n.° 79 o0 SEQ ID n.° 80.

El experto en la técnica reconocera faciimente que los ortélogos para todos los mamiferos se pueden identificar y
verificar con técnicas bien establecidas en la técnica, y que esta descripcion no se limita de ningn modo a un
mamifero. La terminologia «mamifero(s)» para los propdsitos de esta descripcion se refiere a cualquier animal
clasificado como mamifero, incluidos humanos, animales domésticos y de granja, y animales en cautividad, para
deporte o de compafiia, tales como perros, gatos, vacas, caballos, ovejas, cerdos, cabras, conejos, etc.
Preferiblemente, el mamifero es humano.

Las secuencias de los experimentos explicados anteriormente son representativas de las NSEQ descritas en la
presente memoria. La descripcién de las funciones de las NSEQ en la osteoclastogénesis y el funcionamiento de los
osteoclastos satisface una necesidad en la técnica para conocer mejor el proceso de remodelacion 6sea, y
proporciona nuevas composiciones que son (tiles para el diagnoéstico, prondstico, tratamiento, prevencion y
evaluacion de tratamientos para la remodelacion ésea y los trastornos asociados.

El campo de la manipulacién genética, de la biologia molecular y del desarrollo de dianas farmacéuticas ha
avanzado considerablemente en las Ultimas dos décadas. Resultara facilmente evidente para los expertos en la
técnica que las funciones recién identificadas para las secuencias genéticas y las correspondientes secuencias de
proteinas permite que las secuencias, variantes y derivados, se utilicen directa o indirectamente en aplicaciones del
mundo real para el desarrollo de herramientas de investigacion, herramientas para diagndéstico, terapias y
tratamientos para trastornos o estados patolégicos en los que intervienen las secuencias genéticas.
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Tabla 1: Secuencias expresadas diferencialmente que se han encontrado en los osteoclastos

Secuencia Numero de Numero de Posiciones Funcion

nucleotidica  unigén del acceso nucleotidicas

n.c NCBI / del ORF /
Simbolo del secuencia
gen/ID  del polipeptidica
gen n.°

SEQIDNn°1 'Hs.287692 NM_213602 150-1136 que|Proteina hipotética LOC284266;
/ CD33L3 / codifican la asociada a la membrana, de funcion
284266 SEQ ID n.° 48 | desconocida

SEQIDNn.°2 ' Hs.520070 / NM_001014433 104-700 que Marco abierto de lectura 82 en el
Cé6orf82 / codifican lacromosoma 6; asociada a la
51596 SEQ ID n.° 49 | membrana, de funcién desconocida

SEQIDNn.°3 |Hs.546482 / NM_178833 633-2246 que | Proteina hipotética LOC133308
LOC133308 codifican la posiblemente implicada en la
/133308 SEQ ID n.°50 |regulacién del pH

SEQIDNn.°4 | Hs.135997 / NM_138461 112-741 que|Miembro 19 de la familia L6 de 4
LOC116211 codifican la regiones transmembranarias; funcion
/116211 SEQ ID n.°51 | desconocida

SEQIDn°5 Hs.558655 / NM_145280 172-82 que Proteina hipotética LOC151194
LOC151194 codifican la
/151194 SEQ ID n.° 52

SEQIDNn°6 Hs.89714 / NM_002994 119-463 que Precursor del ligando 5 de
CXCL5 / codifican la quimiocinas (motivo C-X-C);
6374 SEQ ID n.°53 actividad quimiocina

SEQIDNn.7 |Hs.495960 / NM_005765 103-1155 que|ATPasa, transportadora de H°,
ATP6AP2 / codifican la| proteina accesoria lisosémica 2;
10159 SEQ ID n.° 54 | actividad receptora

SEQIDNn.°8 |Hs.42400 / NM_182488 259-1371 que Proteina 1 de tipo proteasa 12
USP12 / codifican la especifica de ubicuitina; actividad
219333 SEQ ID n.°55 | endopeptidasa de tipo cisteina

SEQIDNn°9 'Hs.164853 / NM_003341 175-756 que|lIsoforma 1 de la enzima E2E 1 de
UBE2E1 / codifican la  conjugacion a la ubicuitina; actividad
7324 SEQ ID n.°56 |ligasa

SEQ ID n.° 10 | Hs.433278 / NM_032565 53-673 que Proteina relacionada con la fijacién
EBPL / codifican lajdel emopamilo, A7-A8; integral
84650 SEQ ID n.° 57 | membranaria

SEQ ID n.°11 Hs.106015 / NM_018482 29-3418 que Factor 1 potenciador de la
DDEF1 / codifican la| diferenciacion 'y del desarrollo;
50807 SEQ ID n.° 58 | membranaria

SEQIDNn.°12 Hs.517265 / NM_021181 16-1023 que|Miembro 7 de la familia SLAM;
SLAMF7 [/ codifican la| actividad receptora
57823 SEQ ID n.° 59

SEQ ID n.° 13 | Hs.470804 / NM_006357 385-1008 que | Enzima E2E 3 de conjugacion a la
UBE2E3 / codifican la
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10477 SEQ ID n.° 60 | ubicuitina; actividad ligasa
SEQ ID n.°14 Hs.278959 / NM_015973 177-548 que | Preproproteina galaina; actividad
GAL /51083 codifican la  hormonal neuropeptidica
SEQID n.° 61
SEQID n.° 15  NM_032569 NM_032569 19-1680 que | Factor nuclear n-pac de tipo citocina;
!/ N-PAC / codifican la similar a la 3-hidroxiisobutirato
84656 SEQ ID n.° 62 | deshidrogenasa
SEQID n.° 16 Hs.248472 |/ NM_000887 68-3559 que Precursor de la integrina a X;
ITGAX / codifican la adhesion a la matriz celular
3687 SEQ ID n.° 63
SEQ ID n.°17 Hs.156727 / NM_054027 321-1799 que homodlogo de la anquilosis
ANKH / codifican la| progresiva; regulacion de la
1827 SEQ ID n.° 64 | mineralizacion 6sea
SEQID n.° 18 | Hs.477155 / NM_001690 67-1920 que ATPasa, transportadora de H", de 70
ATP6V1A / codifican la|kDa, lisosbmica, V1 subunidad A,
523 SEQ ID n.°65 |isoforma 1; transporte de protones;
actividad hidrolasa
SEQ ID n.°19 Hs.445386 / NM_018252 139-1191 que Proteina hipotética LOC55248
FLJ10874 / codifican la
55248 SEQ ID n.° 66
SEQ ID n.°20 Hs.467662 / NM_004763 170-772 que|Proteina 1 asociada al dominio
ITGB1BP1 / codifican la|citoplasmico de las integrinas;
9270 SEQ ID n.°67 |adhesién celular
SEQ ID n.°21 Hs.408236 / NM_032731 77-448 que De tipo tiorredoxina 5; funcion
TXNL5 / codifican la| desconocida
84817 SEQ ID n.° 68
SEQ ID n.° 22 | Hs.236516 / NM_014358 152-811 que | miembro 9 de la superfamilia de
CLECSF9 / codifican lajlectinas de tipo C; integral
26253 SEQ ID n.° 69 | membranaria
SEQ ID n.°23 Hs.56294 / NM_004794 265-978 que |Proteina Rab-33A relacionada con
RAB33A / codifican la Ras; transduccién de sefiales
9363 SEQ ID n.° 70 | mediada por GTPasa pequefia
SEQ ID n.°24 Hs.282326 / NM_004414 73-831 que Isoforma a de la calcipresina 1;
DSCR1 / codifican la interacciona con la calcineurina A e
1827 SEQIDn.°71 inhibe las vias de sefializacién
dependientes de la calcineurina
SEQ ID n.° 25 | Hs.520794 / NM_006555 158-754 que Proteina Ykt6 de SNARE; transporte
YKT6 / codifican la| vesicular entre los compartimentos
10652 SEQ ID n.° 72 | de secrecion
SEQ ID n.° 26 | Hs.509765 / NM_001102 184-2862 que | Actinina a1; constituyente estructural
ACTN1/87 codifican la| del citoesqueleto; fijacion de iones
SEQ ID n.° 73 | de calcio
SEQ ID n.° 27 | Hs.113823 / NM_006660 73-1974 que Homologo de la proteasa X
CLPX / codifican la| casinolitica ClpX; regulador de la
10845 SEQ ID n.° 74 | protedlisis dependiente de energia
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SEQ ID n.° 28 Hs.155097 / NM_000067 66-848 que | Anhidrasa carbonica II; actividad
CA2 /760 codifican la| carbonato deshidratasa
SEQIDn.75
SEQ ID n.° 29 Hs.520714 / NM_013322 216-821 que Nexina 10 clasificadora; funcién
SNX10 / codifican la desconocida
29887 SEQIDn.°76
SEQ ID n.° 30 | Hs.525061 / NM_030794 258-2213 que Contiene 3 dominios Tudor; fijaciéon a
TDRD3 / codifican la acidos nucleicos
81550 SEQIDn.° 77
SEQ ID n.°31 Hs.275775 / NM_005410 101-1246 que  Selenoproteina P; espacio
SEPP1/614 codifican la | extracelular, interviene en la defensa
SEQIDn.°c78
SEQ ID n.° 32  Hs.518138 / NM_014656 921-1382 que KIAA0040; proteina nueva
KIAA0O40 / codifican la
9674 SEQIDn.°79
SEQ ID n.° 33 Hs.368912 / NM_001935 562-2862 que Dipeptidilpeptidasa 1V; actividad
DPP4 /1803 codifican la aminopeptidasa
SEQ ID n.° 80
SEQ ID n.° 34 | Hs.304682 / NM_000099 76-516 que Actividad inhibidora de las cisteina
CST3/1471 codifican la| proteasas
SEQIDn.°81
SEQ ID n.°85 Ninguna / AL357873 Nueva Nueva
ninguna /
ninguna
SEQ ID n.° 86 AL645465 /' Nueva Nueva
BQ182670

Tabla 2: Se muestra la secuencia consenso de SEQ ID n.° 1 y SEQ ID n.° 2 clonadas a partir de una muestra de

osteoclastos humanos maduros

Identificaciéon de la secuencia

Posiciones nucleotidicas del ORF

Secuencia polipeptidica n.°

SEQID n.° 83

1-987

SEQID n.° 48

SEQID n.° 84

1-471

SEQID n.° 49

Tabla 3: Lista de ort6logos de raton para AB0326

Identificacion de | Unigén/cluster

la secuencia

SEQIDn.° 35

del NCBI

Ninguno

/ XM_884636

LOC620235 /

620235

Numero de acceso

Posiciones nucleotidicas
del ORF

122-1102 / similar a la
molécula 2 de adhesion
de las células neurales /
funcién desconocida

Secuencia
polipeptidica n.°

SEQ ID n.° 82

51



ES 2397441 T3

Tabla 4: Lista de otras secuencias de identificacion de plasmidos y oligonucle6tidos de shRNA

Identificacién de la secuencia | Nombre Descripcion

SEQID n.° 36 pl4a Vector para STAR

SEQ ID n.° 37 pl7+ Vector para STAR

SEQID n.° 38 pCATRMAN Vector para STAR

SEQ ID n.° 39 p20 Vector para STAR

SEQID n.° 40 OGS 77 Cebador utilizado para el vector p14 para STAR
SEQID n.°41 OGS 302 Cebador utilizado para el vector p17+ para STAR
SEQID n.° 42 Humano 0326.1 Secuencia de siRNA para SEQ IDn.° 1

SEQID n.° 43 Humano 0369.1 Secuencia de shRNA para SEQ ID n.° 2
SEQID n.° 44 Raton 0326.1 Secuencia de shRNA para SEQ ID n.° 35
SEQID n.° 45 Raton 0326.2 Secuencia de shRNA para SEQ ID n.° 35

SEQ ID n.° 46 Vector pSilencer 2.0

SEQ ID n.0 47 Vector pd2
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REIVINDICACIONES

1. Composicién farmacéutica para uso en la modulacién de la diferenciacion de los osteoclastos in vivo, en la
prevencion de osteopatias o en el tratamiento de osteopatias que comprende un polipéptido aislado que comprende
una secuencia seleccionada del grupo que consiste en:

a) SEQ ID n.° 48,
b) un polipéptido codificado por SEQ ID n.° 1,
¢) un fragmento de cualquiera de a) o b) que es capaz de favorecer o inhibir la diferenciacién de los osteoclastos, y

d) un analogo de cualquiera de a) o b) que es capaz de favorecer o inhibir la diferenciacion de los osteoclastos, en
donde dicho analogo tiene al menos una similitud de secuencia del 90% con el polipéptido de a) o b),

y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

2. Composicion farmacéutica para uso en la modulacion de la diferenciacion de los osteoclastos in vivo, en la
prevencién de osteopatias o en el tratamiento de osteopatias, en donde la composicion farmacéutica comprende un
polinucleétido aislado seleccionado del grupo que consiste en:

a) un polinucleétido que comprende la SEQ ID n.° 1,
b) un polinucleétido que comprende el marco abierto de lectura de los nucleétidos 150 a 1136 de SEQ ID n.° 1,

¢) un polinucleétido que comprende una secuencia idéntica a a) al menos al 80% a lo largo de toda la longitud del
polinucleétido,

d) un polinucleétido que comprende una secuencia idéntica a b) al menos al 90% a lo largo de toda la longitud del
polinucleétido,

e) un polinucledtido que comprende una secuencia complementaria a a) al menos al 80% a lo largo de toda la
longitud del polinucledétido, y

f) un polinucledtido que comprende una secuencia complementaria a b) al menos al 90% a lo largo de toda la
longitud del polinucledtido,

y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

3. Polinucledtido aislado seleccionado del grupo que consiste en:

a) un polinucledtido que comprende la SEQ ID n.° 1,

b) un polinucleétido que comprende el marco abierto de lectura de los nucleétidos 150 a 1136 de SEQ ID n.° 1,

¢) un polinucleétido que comprende una secuencia idéntica a a) al menos al 80% a lo largo de toda la longitud del
polinucledtido,

d) un polinucledtido que comprende una secuencia idéntica a b) al menos al 90% a lo largo de toda la longitud del
polinucledtido,

e) un polinucledtido que comprende una secuencia complementaria a a) al menos al 80% a lo largo de toda la
longitud del polinucledtido, y

f) un polinucledtido que comprende una secuencia complementaria a b) al menos al 90% a lo largo de toda la
longitud del polinucleétido,

para el uso en la modulacion de la diferenciacién de los osteoclastos in vivo, en la prevencién de osteopatias o en el
tratamiento de una osteopatia.

4. Polinucledtido aislado para uso en la modulacién de la diferenciacién de los osteoclastos in vivo, en la
prevencién de osteopatias o0 en el tratamiento de una osteopatia de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde la
osteopatia se selecciona del grupo que consiste en la osteoporosis, osteopenia, osteomalacia, hiperparatiroidismo,
hipertiroidismo, hipogonadismo, tirotoxicosis, mastocitosis sistémica, hipofosfatasia adulta, hipercorticalismo,
osteogénesis imperfecta, enfermedad de Paget, enfermedad/sindrome de Cushing, sindrome de Turner, enfermedad
de Gaucher, sindrome de Ehlers-Danlos, sindrome de Marfan, sindrome de Menkes, sindrome de Fanconi, mieloma
multiple, hipercalciemia, hipocalciemia, artritis, periodontitis, raquitismo, fibrogénesis imperfecta 6sea, trastornos
osteoescleréticos y dafio ocasionado por procesos inflamatorios mediados por macréfagos.
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5. Polipéptido aislado que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en:

a) SEQ ID n.° 48,

b) un polipéptido codificado por SEQ ID n.° 1,

c¢) un fragmento de cualquiera de a) o b) que es capaz de favorecer o inhibir la diferenciacion de los osteoclastos, y

d) un analogo de cualquiera de a) o b) que es capaz de favorecer o inhibir la diferenciacion de los osteoclastos, en
donde dicho analogo tiene una similitud de secuencia de al menos el 90% con el polipéptido de a) o b),

para el uso en la modulacion de la diferenciacién de los osteoclastos in vivo, en la prevencién de osteopatias o en el
tratamiento de una osteopatia.

6. Polipéptido aislado para uso en la modulacién de la diferenciacion de los osteoclastos in vivo, en la
prevencion de osteopatias o en el tratamiento de una osteopatia de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde la
osteopatia se selecciona del grupo que consiste en osteoporosis, osteopenia, osteomalacia, hiperparatiroidismo,
hipertiroidismo, hipogonadismo, tirotoxicosis, mastocitosis sistémica, hipofosfatasia adulta, hipercorticalismo,
osteogénesis imperfecta, enfermedad de Paget, enfermedad/sindrome de Cushing, sindrome de Turner, enfermedad
de Gaucher, sindrome de Ehlers-Danlos, sindrome de Marfan, sindrome de Menkes, sindrome de Fanconi, mieloma
multiple, hipercalciemia, hipocalciemia, artritis, periodontitis, raquitismo, fibrogénesis imperfecta 6sea, trastornos
osteoesclerdéticos y dafio ocasionado por procesos inflamatorios mediados por macréfagos.

7. Compuesto capaz de interferir con la actividad o expresion de un polipéptido seleccionado entre la SEQ ID n.°
48 o un polipéptido codificado por la SEQ ID n.° 1 para uso en la modulacion de la diferenciacion de los osteoclastos
in vivo, en la prevencion de osteopatias o en el tratamiento de una osteopatia, en donde dicho compuesto se
selecciona del grupo que consiste en anticuerpos o fragmentos de fijacion a antigeno del mismo que se fijan
especificamente a un polipéptido seleccionado entre SEQ ID n.° 48 o a un fragmento del mismo, y los siRNA o
shRNA que inhiben especificamente la actividad o la expresion de un polipéptido codificado por la SEQ ID n.° 1.

8. Compuesto para uso en la modulacién de la diferenciacién de los osteoclastos in vivo, en la prevencion de
osteopatias o en el tratamiento de una osteopatia de acuerdo con la reivindicacién 7, en donde dicho anticuerpo es
un anticuerpo monoclonal, anticuerpo policlonal, anticuerpo quimérico o un anticuerpo humanizado o un fragmento
de fijacion a antigeno del mismo.

9. Compuesto para uso en la modulacion de la diferenciacién de los osteoclastos in vivo, en la prevencion de
osteopatias o en el tratamiento de una osteopatia de acuerdo con la reivindicacion 7, en donde dicho fragmento de
fijacién a antigeno es un fragmento Fab, un fragmento F(ab’); o un fragmento F,.

10. Compuesto para uso en la modulacién de la diferenciacion de los osteoclastos in vivo, en la prevencion de
osteopatias o en el tratamiento de una osteopatia de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en
donde la osteopatia se selecciona del grupo que consiste en osteoporosis, osteopenia, osteomalacia,
hiperparatiroidismo, hipertiroidismo, hipogonadismo, tirotoxicosis, mastocitosis sistémica, hipofosfatasia adulta,
hipercorticalismo, osteogénesis imperfecta, enfermedad de Paget, enfermedad/sindrome de Cushing, sindrome de
Turner, enfermedad de Gaucher, sindrome de Ehlers-Danlos, sindrome de Marfan, sindrome de Menkes, sindrome
de Fanconi, mieloma multiple, hipercalciemia, hipocalciemia, artritis, periodontitis, raquitismo, fibrogénesis imperfecta
Osea, trastornos osteoescleréticos y dafio ocasionado por procesos inflamatorios mediados por macréfagos.

11. Utilizacion de un polinucleétido aislado, polipéptido aislado o compuesto como el definido en cualquiera de las
reivindicaciones 3, 5, 7, 8 0 9 en la fabricacién de un medicamento para la modulacién de la diferenciacion de los
osteoclastos in vivo, para la prevencion de osteopatias o para el tratamiento de una osteopatia.

12. Utilizacion de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde la osteopatia se selecciona del grupo que consiste
en osteoporosis, osteopenia, osteomalacia, hiperparatiroidismo, hipertiroidismo, hipogonadismo, tirotoxicosis,
mastocitosis sistémica, hipofosfatasia adulta, hipercorticalismo, osteogénesis imperfecta, enfermedad de Paget,
enfermedad/sindrome de Cushing, sindrome de Turner, enfermedad de Gaucher, sindrome de Ehlers-Danlos,
sindrome de Marfan, sindrome de Menkes, sindrome de Fanconi, mieloma multiple, hipercalciemia, hipocalciemia,
artritis, periodontitis, raquitismo, fibrogénesis imperfecta ésea, trastornos osteoescleréticos y dafio ocasionado por
procesos inflamatorios mediados por macréfagos.

13.  Utilizacién de al menos un polinucleétido seleccionado del grupo que consiste en:
a) un polinucledtido que comprende la SEQ ID n.° 1;
b) un polinucleétido que comprende el marco abierto de lectura de los nucleétidos 150 a 1136 de la SEQ ID n.° 1;

c¢) un polinucleétido que comprende una secuencia idéntica a a) al menos al 80% a lo largo de toda la longitud del
polinucleétido;
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d) un polinucledtido que comprende una secuencia idéntica a b) al menos al 90% a lo largo de toda la longitud del
polinucleétido,

e) un polinucledtido que comprende una secuencia complementaria a a) al menos al 80% a lo largo de toda la
longitud del polinucleétido, y

f) un polinucledtido que comprende una secuencia complementaria a b) al menos al 90% a lo largo de toda la
longitud del polinucleétido,

en el diagnéstico in vitro de una osteopatia.

14. Utilizacion de acuerdo con la reivindicacién 13, en donde la osteopatia se selecciona del grupo que consiste
en osteoporosis, osteopenia, osteomalacia, hiperparatiroidismo, hipertiroidismo, hipogonadismo, tirotoxicosis,
mastocitosis sistémica, hipofosfatasia adulta, hipercorticalismo, osteogénesis imperfecta, enfermedad de Paget,
enfermedad/sindrome de Cushing, sindrome de Turner, enfermedad de Gaucher, sindrome de Ehlers-Danlos,
sindrome de Marfan, sindrome de Menkes, sindrome de Fanconi, mieloma multiple, hipercalciemia, hipocalciemia,
artritis, periodontitis, raquitismo, fibrogénesis imperfecta ésea, trastornos osteoescleréticos y dafio ocasionado por
procesos inflamatorios mediados por macréfagos.

15. Procedimiento para identificar un compuesto inhibidor capaz de afectar la expresién o la funcién de un
polipéptido de SEQ ID n.° 48, o un polipéptido codificado por la SEQ ID n.° 1, en donde el procedimiento comprende
poner en contacto dicho polipéptido o una célula que expresa dicho polipéptido con un compuesto candidato y medir
la expresion o la funcion de dicho polipéptido, por medio de lo cual una reduccién de la capacidad del polipéptido
para favorecer la diferenciacion de los osteoclastos identifica positivamente un compuesto inhibidor adecuado.

16. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 15, que ademas comprende una etapa de induccion de la
diferenciacion de los osteoclastos cuando se pone en contacto dicho polipéptido o célula con un compuesto
candidato.
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