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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para uso de anticuerpos contra esclerostina
Campo técnico

La presente invencion se relaciona con anticuerpos contra la esclerostina y composiciones y métodos para uso para
dicho anticuerpos para tratar un trastorno patolégico que es mediado por la esclerostina o enfermedades
relacionadas con anormalidades 6seas tales como osteoporosis.

Antecedentes de la invencion

El gen SOST codifica la proteina esclerostina la cual es una glicoproteina secretada de 213 aminoacidos. La
esclerostina es un miembro de la superfamilia de los factores que contienen el nudo de cistina. La esclerostina se
relaciona con la familia de proteinas de DAN/Cerberus, la cual interfiere directamente con la sefalizacion de BMP
inhibiendo el enlace de BMP a los receptores y asi la cascada de sefializacion de BMP (Avsian-Kretchmer, Mol
Endocrinol 2004, 18(1): 1-12).

La expresion del ARNm de la esclerostina se detecta en humanos adultos predominantemente en hueso vy rifiones.
La proteina esclerostina es detectable predominantemente en hueso. Dentro del hueso su expresion esta restringida
a las células formadoras de hueso maduras y terminalmente diferenciadas, los osteocitos.

La esclerostina es un regulador negativo potente de la formacion de huesos en hombre y ratones. La carencia de la
expresion de SOST da lugar a la esclerosteosis (Balemans et al., Hum Mol Genet., 2001, 10 (5): 537-43; Brunkow et
al.,, Am J Hum Genet, 2001, 68 (3): 577 - 89). Los pacientes sufren de sobrecrecimiento 6seo a lo largo de la vida
dando como resultado una densidad mineral y resistencia incrementadas en el hueso. No presentan otras
anormalidades endocrinolégicas — todas las complicaciones que experimentan durante el tiempo de vida estan
relacionadas con la acumulacion anormal de hueso. Los portadores heterocigéticos para este trastorno recesivo
también presentan masa 6sea incrementada (Gardner et al., J Clin Endocrinol Metab, 2005, 90 (12): 6392-5). Este
fenotipo puede ser recapitulado en ratones deficientes en SOST y su sobreexpresion da como resultado la
osteopenia. Adicionalmente la enfermedad de Van Buchem [MIM 239100] — una copia fenotipica de la esclerosis —
es causada por la regulacion equivocada de SOST debido a una limitacién genémica de un potenciador 6seo de
rango largo (Balemans et al., J Med Gene, 2002, 39 (2): 91-7; Loots et al., Genome Res, 2005, 15 (7): 928-35).
Finalmente, el SOST es subregulado por la hormona paratiroides - un principio formador de huesos validado
clinicamente - durante la formacién de huesos sugiriendo que la parte de accion anabdlica de PHT podria ser
mediada a través de SOST (Keller and Kneissel Bone, 2005, 37 (2): 148-58).

La esclerostina se enlaza a la BMP (proteina morfogénica del hueso) y puede actuar como un antagonista de BMP
in vitro (Winkler et al., EMBO J., 2003, 22(23):6267-76). La esclerostina también actia como un regulador negativo
de la sefializaciéon canonica de Wnt, bien sea directamente por enlazamiento a LRP5/LRP6 (Li et al. J Biol Chem.,
2005, 20; 280(20); Semenov, J Biol Chem. 2006 Oct. 19; van Bezooijen et al. J Bone Miner Res, 2006, Oct 10), or
indirectly (Winkler et al. J Biol Chem., 2005, 28; 280(4):2498-502).

La carencia de expresion de la esclerostina da como resultado una formacioén alta de hueso, mientras que no se
perturba la resorcion 6sea (escleroteosis, enfermedad de Van Buchem) (Balemans et al., 2001; Brunkow et al., Am J
Hum Genet, 2001, 68 (3): 577-89, Balemans et al., 2006; Loots et al., Genome Res, 2005, 15 (7): 928-35).

Pocos de los tratamientos disponibles actualmente para trastornos en el esqueleto pueden incrementar la densidad
O6sea en adultos, y la mayoria de los tratamientos disponibles actualmente trabajan primariamente inhibiendo
adicionalmente la resorcién ésea mas que estimula la formacion de nuevo hueso.

Un ejemplo de medicamento utilizado para tratar la pérdida 6sea es el estrégeno. Sin embargo, no es claro si el
estrogeno tiene o no efectos beneficiosos a largo plazo. Adicionalmente, el estrdgeno puede portar el riesgo de
incrementar la prevalencia de diversos tipos de tumores, tales como cancer de seno y del endometrio. Otras
metodolo&ias terapéuticas actuales para la osteoporosis incluyen bifosfonatos (por ejemplo, Fosamax™, Actonel™,
Bonviva' , ZometaTM, olpadronato, neridronato, skelid, bonefos), hormona paratiroide, calciliticos, calcimiméticos
(por ejemplo, cinacalcet), estatinas, esteroides anabdlicos, sales de lantano y estroncio y fluoruro de sodio. Tales
terapias, sin embargo, estan asociadas frecuentemente con efectos colaterales indeseados.

Resumen de la invencion
La invencion provee <la reivindicacion 1>.
Una realizacién divulgada aqui provee un anticuerpo o una proteina funcional que comprende una porcion enlazante

a un antigeno de dicho anticuerpo para un objetivo en el polipéptido de la esclerostina (SEQ ID NO: 155),
caracterizado porque el anticuerpo o la proteina funcional se enlaza especificamente al polipéptido de la esclerostina
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y puede incrementar al menos uno entre formacion de huesos, densidad mineral de huesos, contenido mineral de
huesos, masa Osea, calidad del hueso y resistencia del hueso en un mamifero.

En una realizacion, los anticuerpos divulgados tienen la capacidad de reversar la inhibicién de la esclerostina de la
mineralizacién de un hueso in vitro. En una realizacién relacionada, tienen la capacidad de reversar la inhibicién de
la esclerostina de la ruta de sefalizacion mediada por wnt-1. En otra realizacién relacionada, perturban el
enlazamiento de LRP6 de la esclerostina y pueden bloquear el efecto inhibidor que la esclerostina tiene a altas dosis
sobre la fosforilacién de Smadl inducida por BMP. En otra realizacién, los anticuerpos divulgados se enlazan a una
region de la esclerostina entre los aminoacidos 112 y 126 inclusive (esto es, dicha region consiste de aminoacidos
112 a 126 of SEQ ID NO: 155) of SEQ ID NO:155 y/o la regién entre los aminoacidos 160-174 inclusive (esto es,
dicha region consiste de aminoacidos 160 a 174 of SEQ ID NO: 155) of SEQ ID NO: 155, y mas especificamente, se
enlazan a una regién que comprende tanto ARLLPNAIGRGKWWR (SEQ ID NO 156) y RLVASCKCKRLTRFH (SEQ
ID NO 157).

La esclerostina inhibe la activacién mediada por wntl de STF (supertopftash, lectura informadora para la
sefializacién canonica de wnt) en células HEK293. En algunas realizaciones, los anticuerpos divulgados restauran la
lectura del informador de sefializacién de wnt de una forma altamente reproducible.

El efecto inhibidor observado de los anticuerpos divulgados sobre la acciéon de la esclerostina en la prueba del
informador de sefializacion de wnt en células no osteoblasticas ha demostrado traducirse en la inducciéon de
respuestas de formacién 6sea debidas a la inhibicion de la esclerostina in vivo. En efecto, los experimentos in vivo
en roedores de edad muestran que los anticuerpos de acuerdo con la invencidén promueven un anabolismo éseo
fuerte. El incremento de masa 6sea alcanz6 el nivel de efecto de tratamiento intermitente diario con dosis anabdlicas
extremadamente altas de la hormona paratiroides (la cual fue utilizada como un control positivo).

Por lo tanto, de acuerdo con otra realizacion preferida, los anticuerpos divulgados tienen afinidades con la
esclerostina en el rango de pM bajo e inhiben el impacto de la esclerostina en la sefializacion de wnt con un ICsp de
alrededor de 10 nM.

Mas preferiblemente, en otra realizacion preferida, los anticuerpos divulgados se enlazan a una region de la
esclerostina comprendida entre los aminoacidos 112 y 126 inclusive (esto es, dicha regiéon consiste de loa
aminoacidos 112 a 126 of SEQ ID NO: 155) y entre los aminoacidos 160 y 174 inclusive (esto es dicha regién
consiste de los aminoacidos 160 a 174 of SEQ ID NO: 155) of SEQ ID NO: 155, y mas especificamente una regién
que superpone al menos los siguientes péptidos ARLLPNAIGRGKWWR (SEQ ID NO: 156) y RLVASCKCKRLTRFH
(SEQ ID NO:157), respectivamente, y tienen afinidades con la esclerostina en el rango de pM bajo e inhiben el
impacto de la esclerostina sobre la sefializacion de wnt con un ICso de alrededor de 10 nM. Tales anticuerpos tienen
la capacidad de incrementar la masa Osea en el esqueleto axial y apendicular de un modelo animal de ratén en el
nivel efectivo de tratamiento subcutaneo diario con una dosis anabdlica estimadamente alta de hormona
paratiroides (control positivo) y son por lo tanto Utiles en el tratamiento de enfermedades relacionadas con
anormalidades Gseas tales como osteoporosis.

Realizaciones adicionales incluyen composiciones que comprenden los anticuerpos de la invencidon en combinacion
con terapias alternativas para tratar la osteoporosis, tales como bifosfonatos, hormona paratiroides, agentes de
liberacién de hormona paratiroides (calciliticos), anticuerpos neutralizadores de LRP4 y anticuerpos neutralizadores
de DKK-1.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Efecto de MOR05613_IgG2lambda en la prueba de wnt-1

Figura 2: MOR05813_IgG2lambda en mineralizacién inducida por BMP-2 en células MC3T3-1b
Figura 3: Efecto de MOR05813_IgG2lambda en la LRP6-SOST ELISA

Figura 4: Efecto de MOR05813_lgG2lambda en la prueba de fosfo-Smadl

Figura 5: A - Efecto de la anulacién de LRP4 (siARN) sobre la accién inhibidora de SOST en la prueba de wnt-1 en
células Hek293 (nimeros negros: con respecto a actividades de STF en la ausencia de SOST, nUmeros en negro
resaltados: relacién de actividades de STF en presencia/ausencia de SOST); especificidad B del efecto de la
sobreexpresion de LRP4 sobre SOST ICso y Dkk1 ICso en la prueba de wnt-1 en células Hek293; especificidad C del
efecto de la sobreexpresion de LRP4 sobre SOST en la accién inhibidora de Dkk1 en la prueba de wnt-1 en células
C28a2; especificidad D del efecto de la anulacion de LRP4 (siARN) sobre la accion inhibidora de SOST y Dkk1 en la
prueba de wnt-1 en células Hek293; modulacién E de la actividad de MOR05813 por LRP4

Figura 6: Estudio en ratén in vivo, con pQCT - 2.5 semanas de tratamiento con MOR05813 incrementa el contenido
mineral total en hueso en la metafisis de tibia proximal
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Figura 7: Estudio en ratén, con pQCT in vivo - 2.5 semanas de tratamiento con MOR05813 incrementa la densidad
mineral en hueso total en la metafisis de tibia proximal

Figura 8: Estudio en ratén, con pQCT in vivo - 2.5 semanas de tratamiento con MOR05813 incrementa el espesor
cortical en la metéfisis de tibia proximal

Figura 9: Estudio en ratén, con uQCT in vivo - 2.5 semanas de tratamiento con MOR05813 incrementa el volumen
de hueso esponjoso en la metafisis de tibia proximal

Figura 10: Estudio en ratén, con uQCT in vivo - 2.5 semanas de tratamiento con MOR05813 incrementa el espesor
trabecular en la metafisis de tibia proximal

Figura 11: Estudio en raton, con pQCT in vivo - 5 semanas de tratamiento con MOR05813 incrementa la densidad
mineral dsea total adicional en la metafisis de tibia proximal

Figura 12: Estudio en ratén, ex vivo DEXA - 5 semanas de tratamiento con MORO05813 incrementa la densidad
mineral 6sea adicionalmente en la tibia

Figura 13: Estudio en ratén, ex vivo DEXA - 5 semanas de tratamiento con MOR05813 incrementa la densidad
mineral 6sea adicionalmente en el fémur

Figura 14: Estudio en ratén, ex vivo DEXA - 5 semanas de tratamiento con MOR05813 incrementa la densidad
mineral en hueso adicional en la espina

Figura 15: Estudio en ratén, histomorfometria ex vivo - 2.5 semanas de tratamiento con MOR05813 incrementa las
ratas de formacion ésea en el esqueleto apendicular (metafisis del fémur distal)

Figura 16: Estudio en raton, histomorfometria ex vivo - 2.5 semanas de tratamiento con MOR05813 incrementa la
rata de aposicion mineral en el esqueleto apendicular (metéfisis en fémur distal)

Figura 17: Estudio en raton, histomorfometria ex vivo - 2.5 semanas de tratamiento con MOR05813 incrementa la
superficie de mineralizacion en el esqueleto apendicular (metéfisis de fémur distal)

Figura 18: Estudio en raton, histomorfometria ex vivo - 2.5 semanas de tratamiento con MOR05813 incrementa las
ratas de formacion de hueso en el esqueleto axial (vértebra lumbar)

Figura 19: Estudio en ratén, histomorfometria ex vivo - 2.5 semanas de tratamiento con MOR05813 no afectan la
reabsorcion ésea en el esqueleto apendicular (metafisis de fémur distal), medida por superficie de osteoclastos

Figura 20: ELISA que muestra el efecto de MOR05813_IgG2lambda sobre enlazamiento a SOST de LRP6. Se
utilizé6 SOST 0.9 nM en cada caso

Figura 21: Estudio en ratén, pQCT in vivo después de cotratamiento con MOR05813 y acido zoledrénico, (A)
Densidad mineral total en hueso, (B) Contenido mineral total en hueso, (C) Espesor cortical y (D) Densidad mineral
en hueso esponjoso

Figura 22: Estudio en raton, pQCT in vivo : tratamiento con MOR05813 después de pretratamiento con alendronato
(alen), (A) Densidad mineral total en hueso, (B) Contenido mineral total en hueso, (C) Espesor cortical, y (D)
Densidad mineral de hueso esponjoso

Figura 23: Estudio en ratén, in vivo pQCT después de cotratamiento anabdlico con MOR05813 y (i) anti-DKK1, o (i)
PTH, (A) Densidad mineral total 6ésea, (B) Contenido mineral total en hueso, (C) Espesor cortical, y (D) Densidad
mineral de hueso esponjoso

Descripcion detallada

La presente invencidn se relaciona con anticuerpos aislados, particularmente anticuerpos humanos, que se enlazan
especificamente a la esclerostina y que inhiben las propiedades funcionales de la esclerostina. En ciertas
realizaciones, los anticuerpos divulgados son derivados a partir de secuencias de cadenas particulares pesadas y
ligeras y/o comprenden caracteristicas estructurales particulares tales como regiones CDR que comprenden
secuencias de aminodacidos particulares. La invencién provee un anticuerpo de antiesclerostina que comprende una
secuencia de polipéptido de una region variable de cadena pesada que comprenof SEQ ID NO: 70 y una secuencia
de polipéptidos de region variable de cadena ligera que comprenof SEQ ID NO: 81. También se divulgan anticuerpos
aislados, métodos para hacer tales anticuerpos, inmunoconjugados y moléculas multivalentes o multiespecificas que
comprenden tales anticuerpos y composiciones farmacéuticas que contienen los anticuerpos, inmunoconjugados o
moléculas biespecificas de la invencion. La invencion también se relaciona con métodos para utilizar los anticuerpos
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para inhibir un trastorno o condiciéon asociados con la presencia de la expresion de la esclerostina, por ejemplo, en el
tratamiento de un trastorno patolégico que es mediado por esclerostina 0 que estd asociado con un nivel
incrementado de esclerostina; por ejemplo, una enfermedad relacionada con los huesos tal como osteoporosis.

Con el fin de que la presente invencion pueda ser entendida mas facilmente, se definen primero ciertos términos. Se
fijan definiciones adicionales a lo largo de la descripcion detallada.

El término “comprende” abarca “incluye” asi como “consiste de” por ejemplo una composicion “que comprende” X
puede consistir exclusivamente de X o puede incluir alguna cosa adicional, por ejemplo X + Y.

El término “aproximadamente” en relacidon con un valor numérico x significa, por ejemplo, x+10%.

La palabra “sustancialmente” no excluye “completamente”, por ejemplo, una compaosicidon que es “sustancialmente
libre” de Y puede ser completamente libre de Y. Cuando sea necesario, la palabra “sustancialmente” puede ser
omitida de la definicion de la invencion.

El término “respuesta inmune” se refiere a la accion de, por ejemplo, linfocitos, células que presentan antigenos,
células fagociticas , granulocitos y macromoléculas solubles producidas por las células anteriores o el higado
(incluyendo anticuerpos, citoquinas y complementos) que dan como resultado un dafio selectivo a, la destruccion de,
o la eliminacién del cuerpo humano de patégenos invasores, células o tejidos infectados con patégenos, células
cancerosas, 0, en casos de autoinmunidad o inflamacién patolégica, células o tejidos humanos normales.

El término esclerostina se refiere a la esclerostina humana tal como se define en SEQ ID NO: 155. La esclerostina
humana recombinante puede ser obtenida en R&D Systems (Minneapolis, MN, USA, 2006 cat# 1406-ST-025).
Adicionalmente, esclerostina de ratén recombinante/SOST estd disponible comercialmente en R&D Systems
(Minneapolis, MN, USA, 2006 cat # 1589-ST-025). Las Patentes de los Estados Unidos Nos. 6,395,511 y 6,803,453
y las Publicaciones de Patente de los Estados Unidos 20040009535 y 20050106683 se refieren a anticuerpos
antiesclerostina en general.

El término “anticuerpo” tal como se cita aqui incluye anticuerpos completos y cualquier fragmento de enlazamiento a
antigenos (esto es, “porcion de enlazamiento a antigenos”) o cadenas individuales de los mismos. Un “anticuerpo”
de origen natural es una glicoproteina que comprende al menos dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas livianas (L)
interconectadas por puentes disulfuro. Cada cadena pesada comprende una region variable de cadena pesada
(abreviada aqui como VH) y una regién constante de cadena pesada. La region constante de cadena pesada esta
constituida por tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera comprende una regién variable de cadena ligera
(abreviada aqui como VL) y una region constante de cadena ligera. La region constante de cadena ligera comprende
un dominio, CL. Las regiones VH y VL pueden ser subdivididas adicionalmente en regiones de hipervariabilidad,
denominadas region de complementariedad determinante (CDR), intercaladas con regiones que estan mas
conservadas, denominadas regiones marco (FR). Cada VH y VL estan compuestas de tres CDR y cuatro FR
dispuestos desde el terminal amino al terminal carboxi en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3,
FR4. Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera contienen un dominio de enlazamiento que interactia
con un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar en el enlazamiento de la
inmunoglobulina a los tejidos o factores anfitriones, incluyendo diversas células del sistema inmune (por ejemplo,
células efectoras) y el primer componente (C1q) del sistema de complemento clasico.

El término “porcion de enlazamiento al antigeno” de un anticuerpo (o simplemente “porcion del antigeno”), tal como
se utiliza aqui, se refiere a una longitud completa o uno o0 mas fragmentos de un anticuerpo que retiene la capacidad
de enlazarse especificamente a un antigeno (por ejemplo, esclerostina). Se ha demostrado que la funcién de
enlazamiento al antigeno de un anticuerpo puede ser llevada a cabo por fragmentos de un anticuerpo de longitud
completa. Ejemplos de fragmentos de enlazamiento abarcados dentro del término “porcion de enlazamiento del
antigeno” de un anticuerpo incluyen un fragmento Fab, un fragmento monovalente consistente de los dominios Vi,
Vu, CLy CH1; un fragmento F(ab),, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab enlazados mediante
un puente de disulfuro en la regién bisagra; y un fragmento Fv que consiste de los dominios Vy y CH1; un fragmento
Fv que consiste de los dominios V. y V4 de un brazo individual de un anticuerpo; un fragmento dAb (Ward et al.,
1989 Nature 341: 544-546), el cual consiste de un dominio VH; y una regién determinante de complementariedad
aislada (CDR).

Adicionalmente, aunque los dos dominios del fragmento Fv, V_ y Vu, son codificados por genes separados, pueden
ser unidos, utilizando métodos recombinantes, mediante un enlazante sintético que permite que se conviertan en
una cadena de proteinas sencilla en la cual las regiones V. y Vy se aparean para formar moléculas monovalentes
(conocidas como Fv de cadena sencilla (scFv)); véase, por ejemplo, Bird et al., 1988 Science 242:423-426; y Huston
et al., 1988 Proc. Natl. Acad. Sci. 85:5879-5883). Tales anticuerpos de cadena sencilla también deben considerarse
abarcados dentro del término “regién de enlazamiento del antigeno” de un anticuerpo. Estos fragmentos de
anticuerpos se obtienen utilizando técnicas convencionales conocidas para los experimentados en la técnica, y los
fragmentos son seleccionados en cuanto a su utilidad de la misma forma que los anticuerpos intactos.
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Un “anticuerpo aislado”, tal como se utiliza aqui, se refiere a un anticuerpo que es sustancialmente libre de otros
anticuerpos que esta sustancialmente libre de otros anticuerpos que tienen especificidades antigénicas diferentes
(por ejemplo, un anticuerpo aislado que enlaza especificamente la esclerostina esta sustancialmente libre de
anticuerpos que enlazan especificamente antigenos diferentes a la esclerostina). Un anticuerpo aislado que enlaza
especificamente la esclerostina puede, sin embargo, tener reactividad cruzada a otros antigenos, tales como
moléculas de esclerostina de otras especies. Ademas, un anticuerpo aislado puede estar sustancialmente libre de
otro material celular y/o agentes quimicos.

Los términos “anticuerpo monoclonal” o “composicion de anticuerpo monoclonal” tal como se utilizan aqui se refieren
a una preparacion de moléculas de anticuerpo de composicion molecular sencilla. Una composicion de anticuerpo
monoclonal despliega una especificidad de enlazamiento sencilla y afinidad por un epitopo particular.

El término “anticuerpo humano”, tal como se utiliza aqui, se entiende por incluir anticuerpos que tienen regiones
variables en las cuales tanto las regiones marco como CDR se derivan de secuencias de origen humano.
Adicionalmente, si el anticuerpo contiene una regién constante, también la region constante es derivada de tales
secuencias humanas, por ejemplo, secuencias de linea germinal humana, o versiones mutadas de secuencias
germinales humanas o anticuerpos que contienen secuencias de marco de consenso derivadas de analisis de
secuencias marco tal como lo describe Knappik, et al., (2000. J Mol Biol 296, 57-86).

Los anticuerpos humanos divulgados pueden incluir residuos de aminoacidos no codificados por secuencias
humanas (por ejemplo, mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o especifca de un sitio in vitro o por
mutacién somatica in vivo). Sin embargo, el término “anticuerpo humano”, tal como se utiliza aqui, no pretende
incluir anticuerpos en los cuales las secuencias CDR derivadas de la linea germinal de otras especies de mamiferos,
tales como un ratén, han sido injertados en secuencias de marco humanas.

El término “anticuerpo monoclonal humano” se refiere a anticuerpos que despliegan una especificidad de
enlazamiento sencilla que tiene regiones variables en las cuales tanto las regiones de marco como las CDR son
derivadas de secuencias humanas. En una realizacién, los anticuerpos monoclonales humanos son producidos por
un hibridoma que incluye una célula B obtenida a partir de un animal no humano transgénico por ejemplo, un ratén
transgénico, que tiene un genoma que comprende un transgen de cadena pesada humana y un transgen de cadena
liviana fusionados a una célula inmortalizada.

El término “anticuerpo humano recombinante”, tal como se utiliza aqui, incluye todos los anticuerpos humanos que
son preparados, expresados, creados o aislados por medios recombinantes, tales como anticuerpos aislados a partir
de un animal (por ejemplo, un ratén) que es transgénico o transcromosémico para genes de inmunoglobulina
humanos o un hibridoma preparado a partir de los mismos, anticuerpos aislados a partir de una célula huésped
transformada para expresar el anticuerpo humano, por ejemplo, a partir de un transfectoma, anticuerpos aislados a
partir de una biblioteca recombinante de anticuerpos humana combinacional, y anticuerpos preparados expresados,
creados o aislados por cualquier otro medio que involucre la division de todo o una porcion de un gen de
inmunoglobulina humana, secuencias para otras secuencias de ADN. Tales anticuerpos humanos recombinantes
tienen regiones variables en las cuales las regiones marco y CDR se derivan de secuencias de inmunoglobulina de
linea germinal humana. En ciertas realizaciones, sin embargo, tales anticuerpos humanos recombinantes pueden
ser sometidos a mutagénesis in vitro (0, cuando se utilizan secuencias de Ig transgénica para humano, metagénesis
somatica in vivo), y asi las secuencias de aminoacidos de las regiones de Vyy V. de los anticuerpos recombinantes
son secuencias que, mientras son derivadas de y relacionadas con las secuencias de las lineas germinales VH y VL,
pueden no existir de forma natural dentro del repertorio de linea germinal de anticuerpos humanos in vivo.

Tal como se utiliza aqui, “isotipo” se refiere a la clase de anticuerpos (por ejemplo, IgM, IgG tales como IgG1 o IgG2)
que es provista por los genes de la region constante de cadena pesada.

Las frases “un anticuerpo que reconoce un antigeno” y “un anticuerpo especifico para un antigeno” se utilizan de
manera intercambiable aqui con el término “un anticuerpo que se enlaza especificamente a un antigeno”.

Tal como se utiliza aqui, un anticuerpo que “se enlaza especificamente al polipéptido de esclerostlna” se entiende
como la referencia a un antlcuerpo que se enlaza al polipéptido de esclerostina con una Kp de 1 x 10® M o menos, 1
x 10°M 0 menos, 0 1 x 10™ M o menos. Un anticuerpo que “reacciona cruzado con un antigeno dlferente ala
esclerostina” se entiende como referencna a un anticuerpo que enlaza a ese antigeno con una Kp de 0.5 x 108 Mo
menos, 5 x 10° M 0 menos o 2 x 10° M o menos. Un anticuerpo gque “no reacciona cruzado con un antlgeno en
partlcular se entiende como referenua aun antlcuerpo que se enlaza a ese antigeno, con una Kp de 1.5 x 10® Mo
més, o una Kp de entre 5 x 10° M y 10 x 10°M,01x10" Mo mayor. En ciertas realizaciones, tales anticuerpos
gue si no reaccionan cruzados con el antigeno exhiben esencialmente enlazamiento indetectable contra estas
proteinas en ensayos de enlazamiento estandar.

Tal como se utiliza aqui, un anticuerpo que “bloquea el efecto inhibidor de la esclerostina en una célula con base en
una prueba de sefializacion de wnt” se entiende como referencia un anticuerpo que restaura la sefializacion inducida
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por wnt en presencia de esclerostina en una prueba de supertope instantdneo basada en células (STF) con un ICsg
menor de 1 mM, 100 nM, 20 nM, 10 nM o menos. Tal ensayo SFT se describe en mas detalle en los ejemplos mas
adelante.

Tal como se utiliza aqui, un anticuerpo que “bloquea el efecto inhibidor de la esclerostina en un ensayo de
mineralizacién basado en células” se entiende como referencia a un anticuerpo que restaura la mineralizacion
inducida por BMP2 en presencia de esclerostina en una prueba basada en células con un ICso menor de 1 mM, 500
nM, 100 nM, 10 nM, 1 nM o menos. Tales pruebas se describen en méas detalle en los ejemplos méas adelante.

Tal como se utiliza aqui, un anticuerpo que “bloquea el efecto inhibidor de la esclerostina en la prueba de
fosforilacion de Smadl” se entiende como referencia a un anticuerpo que restaura la fosforilacion de Smadl
inducida por BMP6 en presencia de esclerostina en un ensayo basado en células con un ICso menor de 1 mM, 500
nM, 100 nM, 10 nM, 1 nM o menos. Tal ensayo se describe en mas detalle en los ejemplos mas adelante.

Tal como se utiliza aqui, un anticuerpo que “inhibe el enlazamiento de la esclerostina a LRP-6" se refiere a un
anticuerpo que inhibe el enlazamiento de la esclerostina a LRP-6 con un ICsg de 1 mM, 500 nM, 100 nM, 10 nM, 5
nM, 3 nM, 1 nM o menos. Tal ensayo se describe en méas detalle en los ejemplos méas adelante.

Tal como se utiliza aqui, un anticuerpo que “incrementa la formacion y masa y densidad de huesos” se refiere a un
anticuerpo que es capaz de alcanzar la formacion de huesos, masa y densidad en el nivel de un tratamiento
intermitente diario con una dosis anabdlica alta de PTH como se muestra en el ejemplo 10.

El término “Kassoc” 0 “K3" , tal como se utiliza aqui, se entiende como referencia a la rata de asociacion de una
interaccién anticuerpo-antigeno, mientras que el término “Kgis” 0 Kp”, tal como se utilizan aqui, se entienden como
referencia a la rata de disociacién de una interaccion anticuerpo-antigeno particular. El término “Kp”, tal como se
utiliza aqui, se entiende como referencia a la constante de disociacion, la cual es obtenida a partir de la relacion de
Kg a Ka (esto es, Ka/Ka) y se expresa como una concentracion molar (M). Los valores de Kp para los anticuerpos
pueden ser determinados utilizando métodos bien establecidos en la técnica. Un método para determinar el Kp de un
anticuergo es utilizando resonancia de plasmon en superficie, o utilizando un sistema biosensor tal como un sistema
Biacore™.

Tal como se utiliza aqui, el término “afinidad” se refiere a la fuerza de interaccién entre anticuerpo y antigeno en
sitios antigénicos individuales. Dentro de cada sitio antigénico, la region variable del “brazo” del anticuerpo interactla
a través de fuerzas no covalentes débiles con el antigeno en numerosos sitios; cuanto mas interacciones, mas fuerte
es la afinidad.

Tal como se utiliza aqui, el término “avidez” se refiere a una medida informativa de la estabilidad global o resistencia
del complejo anticuerpo-antigeno. Es controlado por tres factores principales: afinidad anticuerpo epitopo; la valencia
tanto del antigeno como del anticuerpo; y la disposicion estructural de las partes interactuantes. Finalmente estos
factores definen la especificidad del anticuerpo, que es, la probabilidad de que el anticuerpo particular se esté
enlazando a un epitopo de antigeno preciso.

Con el fin de obtener una sonda de avidez mas alta, puede construirse un conjugado dimérico, haciendo asi
interacciones de baja afinidad (tales como las que hay con el anticuerpo de linea germinal) mas facilmente
detectadas por FACS. Ademas, otros medios para incrementar la avidez del enlazamiento al antigeno involucran la
generacién de dimeros, trimeros o multimeros de cualquiera de los constructos descritos aqui de los anticuerpos
antiesclerostina. Tales multimeros pueden ser generados a través de enlazamiento covalente entre maédulos
individuales, por ejemplo, imitando el enlazamiento natural de terminal C a N o imitando los dimeros de anticuerpos
gue se mantienen juntos a través de sus regiones constantes. Los enlaces manipulados en la interfaz Fc/Fc pueden
ser covalentes o no covalentes. Ademas, los asociados de dimerizacién o multimerizacion diferentes a Fc pueden
ser utilizados en los hibridos de esclerostina para crear tales estructuras de orden superior. Por ejemplo, es posible
utilizar dominios de multimerizacion tales como dominios de trimerizacion descritos en Borean (W02004039841) o
dominios de pentamerizacion descritos en la solicitud publicada de Patente W(098/18943.

Tal como se utiliza aqui, el término “reactividad cruzada” se refiere a un anticuerpo o poblacion de anticuerpos que
se enlazan a epitopos sobre otros antigenos. Esto puede ser causado bien sea por baja avidez o especificidad del
anticuerpo o por mltiples antigenos distintos que tienen epitopos idénticos o muy similares. La reactividad cruzada
algunas veces es deseable cuando se quiere un enlazamiento general a un grupo relacionado de antigenos o
cuando se intenta el etiquetado de especies cruzadas cuando la secuencia del epitopo del antigeno no es altamente
conservada en la evolucion.

Tal como se utiliza aqui, el término “alta afinidad” para un anticuerpo IgG se refiere a un anticuerpo que tiene una Kp
de 10® M o0 menos, 10° M o0 menos 0 10™° M o menos que un antigeno objetivo. Sin embargo, el enlazamiento de
“alta afinidad” puede variar para otros isotipos de anticuerpos. Por ejemplo, enlazamiento de “alta afinidad” para un
isotipo IgM se refiere a un anticuerpo que tiene una Kp de 10" M 0 menos, 0 10® M 0 menos.
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Tal como se utiliza aqui, el término “sujeto” se refiere a cualquier animal humano o no humano. El término “animal no
humano” incluye todos los vertebrados, por ejemplo mamiferos y no mamiferos, tales como primates no humanos,
ovejas, perros, gatos, caballos, vacas, pollos, anfibios, reptiles, etc.

Tal como se utiliza aqui, el término “optimizado” significa una secuencia de nucleétidos que ha sido alterada para
codificar una secuencia de aminoéacidos utilizando codones que son preparados en la produccion de células u
organismos, generalmente una célula eucariota, por ejemplo, una célula de Pichia o Trichoderma, una célula de
ovario de hamster chino (CHO) o una célula humana. La secuencia de nucledtidos optimizada es manipulada para
retener por completo o tanto como sea posible la secuencia de aminoacidos codificada originalmente por la
secuencia de nucledtidos de partida, lo cual también se conoce como secuencia “original’. Las secuencias
optimizadas aqui han sido manipuladas para tener codones que son preferidos en células de mamiferos, sin
embargo la expresion optimizada de estas secuencias en otras células eucariotas también se contempla aqui. Las
secuencias de aminoacidos codificadas por secuencias de nucledtidos optimizadas también se denominan como
optimizadas.

Se describen en mayor detalle en las subsecciones siguientes diversos aspectos de la invencién.

Los ensayos estandar para evaluar la capacidad de enlazamiento de los anticuerpos hacia la esclerostina de
diversas especies son conocidos en la técnica, incluyendo, por ejemplo, ELISA, inmunoprecipitacion western y RIA.
Ensayos adecuados son descritos en detalle en los ejemplos. La cinética de enlazamiento (por ejemplo, afinidad de
enlazamiento) de los anticuerpos también puede ser establecida por ensayos estandar conocidos en la técnica, tales
como andlisis Biacore. Los ensayos para evaluar los efectos de los anticuerpos sobre las propiedades funcionales
de la esclerostina (por ejemplo, enlazamiento a receptor, prevencién o mejoramiento de la ostedlisis) se describen
en mas detalle en los ejemplos.

De acuerdo con lo anterior, un anticuerpo que “inhibe” una o mas de estas propiedades funcionales de la
esclerostina (por ejemplo, actividades bioquimicas, inmunoquimicas, celulares, fisiolégicas u otras, o similares), tal
como se determina de acuerdo con la metodologia conocida en la técnica y descrita aqui, se entendera como
relacionado con un descenso estadisticamente significativo en la actividad particular con respecto a la vista en la
ausencia del anticuerpo (o cuando estad presente un anticuerpo de control de especificidad y relevante). Un
anticuerpo inhibe los efectos de la actividad de la esclerostina tal como un descenso significativo estadisticamente
en al menos 10% del parametro medido, en al menos 50%, 80% o0 90%, y en ciertas realizaciones un anticuerpo de
la invencion puede inhibir mas de 95%, 98% o 99% de la actividad funcional de la esclerostina.

Los términos “bloque cruzado”, “bloqueado cruzado” y “bloqueo cruzado” se utilizan de manera intercambiable aqui
para indicar la capacidad de un anticuerpo u otro agente de enlazamiento para interferir con el enlazamiento de otros
anticuerpos o agentes de enlazamiento a la esclerostina en un ensayo de enlazamiento competitivo estandar.

La capacidad o grado al cual un anticuerpo u otro agente de enlazamiento es capaz de interferir con el enlazamiento
de otro anticuerpo o molécula de enlazamiento a la esclerostina, y por lo tanto si puede ser denominado de acuerdo
como bloqueo cruzado de acuerdo con la divulgacién, puede determinarse utilizando ensayos de enlazamiento por
competicién estandar. Un ensayo adecuado involucra el uso de la tecnologia Biacore (por ejemplo, utilizando el
instrumento BlAcore 3000 (Biacore, Uppsala, Suecia)), que puede medir el grado de interacciones utilizando la
tecnologia de resonancia de plasmon en superficie. Otro ensayo para medicién del bloqueo cruzado utiliza una
metodologia basada en ELISA.

Detalles adicionales sobre ambos métodos se dan en los ejemplos.

De acuerdo con la divulgacién, un anticuerpo de bloqueo cruzado u otro agente de enlazamiento se enlaza a la
esclerostina en la prueba de bloqueo cruzado de BlAcore descrita de tal forma que en el enlazamiento registrado de
la combinacién (mezcla) de los anticuerpos o agentes de enlazamiento esta entre 80% y 0.1% (por ejemplo 80% a
4%) del enlazamiento tedrico maximo, especificamente entre 75% y 0.1% (por ejemplo 75% a 4%) del enlazamiento
tedrico maximo y mas especificamente entre 70% y 0.1% (por ejemplo de 70% a 4%), y mas especificamente entre
65% y 0.1% (por ejemplo, 65% a 4%) del enlazamiento te6rico maximo (como se definié anteriormente) de los dos
anticuerpos o agentes de enlazamiento en combinacion.

Un anticuerpo es definido como un enlazamiento cruzado en la prueba de ELISA tal como se describe en los
ejemplos, si la fase en solucion del anticuerpo de antiesclerostina es capaz de producir una reduccién entre 60% a
100%, especificamente entre 70% y 100%, y mas especificamente entre 80% y 100%, de la sefial de deteccion de
esclerostina (esto es la cantidad de esclerostina enlazada por el anticuerpo recubierto), en comparacién con la sefial
de deteccion de esclerostina obtenida en ausencia del anticuerpo antiesclerostina en fase de solucion (esto es, los
pozos de control positivo).

Anticuerpos monoclonales
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Los anticuerpos divulgados aqui incluyen los anticuerpos monoclonales humanos, aislados tal como se describe, en
los ejemplos. Las secuencias de aminoacidos Vu de los anticuerpos aislados divulgados se muestran en SEQ ID
NOs: 69 — 77. Las secuencias de aminoacidos V| de los anticuerpos aislados divulgados se muestran en SEQ ID
NOs: 80 — 88 respectivamente. Las secuencias de aminoacidos de cadena pesada de longitud completa preferidos
correspondientes de los anticuerpos divulgados se muestran en SEQ ID NO: 113 — 121. Las secuencias de
aminoacidos de cadena ligera de longitud completa preferidos correspondientes de los anticuerpos divulgados se
muestran en SEQ ID NO: 124 — 132, respectivamente. Otros anticuerpos incluyen aminoacidos que han sido
mutados, bien sea que tienen al menos 60, 70, 80, 90 o 95 por ciento o mas de identidad con la regiones CDR
representadas en las secuencias descritas anteriormente. En algunas realizaciones, la divulgacion incluye
secuencias de aminoacidos mutantes en donde no méas de 1, 2, 3, 4 o 5 amino4cidos han sido mutados en las
regiones CDR en comparacioén con las regiones CDR representadas en la secuencia descrita anteriormente.

Adicionalmente, las secuencias de nucle6tidos originales de cadena pesada variable se muestran en las SEQ ID
NOs 89 - 90. Las secuencias de nucledtidos originales de cadena pesada variables se muestran en SEQ ID NOs
100 — 101. Las secuencias de nucleétidos de cadena ligera de longitud completa optimizadas para expresion en una
célula de mamiferos se muestran en SEQ ID NOs 146 — 154. Las secuencias de nucle6tidos de cadena pesada de
longitud completa optimizadas para expresion en una célula de mamifero se muestran en SEQ ID NOs 135 — 143.
Las secuencias de aminoacidos de cadena ligera de longitud completa codificadas por las secuencias de nucle6tidos
de cadena ligera optimizadas se muestran en SEQ ID NOs 124 — 132. Las secuencias de aminoacidos de cadena
pesada de longitud completa codificadas por las secuencias de nucleétidos de cadena pesada optimizadas se
muestran en SEQ ID NOs 113 — 121. Otros anticuerpos incluyen aminoacidos o acidos nucleicos que han sido
mutados, bien sea que tengan al menos 60, 70, 80, 90 o0 95 por ciento 0 mas de identidad a las secuencias descritas
anteriormente. En algunas realizaciones, la invencién incluye secuencias de aminoacidos mutantes en donde no
mas de 1, 2, 3, 4, o 5 aminoacidos han sido mutados en las regiones variables en comparacién con las regiones
variables representadas en la secuencia descrita anteriormente, a la vez que retienen sustancialmente la misma
actividad terapéutica.

Puesto que cada uno de estos anticuerpos puede enlazarse a la esclerostina, la cadena de longitud variable
completa Vu, Vi, y las secuencias de cadenas pesadas de longitud completa (secuencias de nucleétidos y
secuencias de aminoacidos) pueden ser “mezcladas y comparadas” para crear otras moléculas de enlazamiento de
la esclerostina de la invencion. El enlazamiento de la esclerostina de tales anticuerpos “mezclados y comparados”
puede probarse utilizando los ensayos de enlazamiento descritos anteriormente y en los ejemplos (por ejemplo
ELISA). Cuando estas cadenas se mezclan y se hacen coincidir, una secuencia Vy de una par Vu/VL en particular
deberia ser reemplazada con una secuencia Vy estructuralmente similar. De la misma forma una secuencia de
cadena pesada de longitud completa a partir de un apareamiento de cadena pesada de longitud completa/cadena
liviana de longitud completa particular deberia ser reemplazada con una secuencia de cadena pesada de longitud
completa estructuralmente similar. De la misma forma, una secuencia V. de un apareamiento Vy/V_ particular
deberia ser reemplazada con una secuencia V. estructuralmente similar. De la misma forma una secuencia de
cadena ligera de longitud completa de una pareja de cadena pesada de longitud completa/cadena liviana de longitud
completa particular deberia ser reemplazada con una secuencia de cadena liviana de longitud completa
estructuralmente similar. De acuerdo con lo anterior, en un aspecto, la divulgacién provee un anticuerpo monoclonal
aislado o una region de enlazamiento a antigeno que tiene: una region variable de cadena pesada que comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo consistente of SEQ ID NOs: 69 — 77; y una region variable de
cadena liviana que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo consistente of SEQ ID NOs:
80 — 88; en donde el anticuerpo se enlaza especificamente a la esclerostina.

En otro aspecto, la divulgacién provee:

(i) un anticuerpo monoclonal aislado que tiene: una cadena pesada de longitud completa que comprende una
secuencia de aminodacidos que ha sido optimizada para expresion en la célula de un mamifero seleccionada del
grupo consistente of SEQ ID NOs: 113 — 121; y una cadena liviana de longitud completa que comprende una
secuencia de aminoacidos que ha sido optimizada para expresion en la célula de un mamifero seleccionada del
grupo consistente of SEQ ID NOs: 124 — 132; o

(i) una proteina funcional que comprende una porcién de enlazamiento a antigeno de la misma.

En otro aspecto, la divulgacion provee:

(i) un anticuerpo monoclonal aislado que tiene: una cadena pesada de longitud completa que comprende una
secuencia de nucleétidos que ha sido optimizada para expresién en la célula de un mamifero seleccionada del grupo
consistente of SEQ ID NOs: 135 — 143; y una cadena liviana de longitud completa que comprende una secuencia de
nucleétidos que ha sido optimizada para expresién en la célula de un mamifero seleccionada del grupo consistente
of SEQ ID NOs: 146 — 154; o.

(i) una proteina funcional que comprende una porcion de enlazamiento a antigeno de la misma.
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En aun otro aspecto, la divulgacion provee anticuerpos que comprenden la cadena pesada y la cadena ligera CDR1,
CDR2 y CDR3 de los anticuerpos, o combinaciones de las mismas. Las secuencias de aminoacidos del CDR1 de Vy
de los anticuerpos se muestra en SEQ ID NOs: 1 - 11. Las secuencias de aminoacidos del CDR2 de Vy de los
anticuerpos se muestra en SEQ ID NOs: 12 — 22. Las secuencias de aminoacidos de la CDR3 de Vy de los
anticuerpos se muestra en SEQ ID NO: 23 -33. Las secuencias de aminoacidos de la CDR1 de V, de los anticuerpos
se muestra en SEQ ID NO: 34 — 44. Las secuencias de aminoacidos de la CDR2 de V. de los anticuerpos se
muestra en SEQ ID NO: 45 — 55. Las secuencias de aminoacidos de la CDR3 de V. de los anticuerpos se muestra
en SEQ ID NO: 56 — 66. Las regiones de CDR se delinean utilizando el sistema Kabat (Kabat, E. A., et al., 1991
Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Departament of Health and Human Services,
NIH Publication No. 91 — 3242).

Dado que cada uno de estos anticuerpos puede enlazarse a la esclerostina y que cada especificidad de
enlazamiento al antigenos es provista primariamente por las regiones CDR1, 2 y 3, las secuencias de V4 CDR1, 2y
3, y las secuencias de V. de CDR1, 2 y 3 pueden ser “mezcladas y comparadas” (esto es, los CDR de diferentes
anticuerpos pueden ser mezclados y comparados), aunque cada anticuerpo debe contener un CDR1, 2y 3 de Vu y
un CDR1, 2y 3 de V| para crear otras moléculas de enlazamiento antiesclerostina de la invencién. El enlazamiento a
la esclerostina de tales anticuerpos “mezclados y comparados” puede ser probados utilizando los ensayos de
enlazamiento descritos anteriormente y en los ejemplos (por ejemplo ELISA). Cuando se mezclan y comparan
secuencias CDR de V4, la secuencia de CDR1, CDR2 y/o CDR3 de una secuencia de Vy particular deberia ser
reemplazada con unas secuencias de CDR estructuralmente similares. De la misma forma, cuando las secuencias
de CDR de V. se mezclan y comparan, la secuencia CDR1, CDR2 y/o CDR3 de una secuencia de V. en particular
deberia ser reemplazada con una secuencia de CDR estructuralmente similar. Sera facilmente evidente para la
persona de experiencia normal que las secuencias novedosas de Vyy V. pueden ser creadas sustituyendo una o
mas secuencias de la regién CDR de V4 y/o Vi con secuencias estructuralmente similares a las secuencias de CDR
mostradas aqui para los anticuerpos monoclonales de la presente invencion.

Un anticuerpo monoclonal aislado, o una region de enlazamiento a antigeno del mismo tiene: una region variable de
cadena pesada CDR1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo consistente of SEQ ID
NOs: 1 - 11; una region CDR2 variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo consistente of SEQ ID NOs: 12 — 22; una region CDR3 variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupos consistente of SEQ ID NOs: 23 — 33; una regién
CDRL1 variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo consistente
of SEQ ID NOs: 34 — 44; una region CDR2 variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo consistente of SEQ ID NOs: 45 — 55; y una region CDR3 variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo consistente of SEQ ID NOs: 56 — 66; en donde el
anticuerpo enlaza especificamente la esclerostina.

En una cierta realizacion, el anticuerpo comprende: una region variable de cadena pesada CDR1 de SEQ ID NO: 3;
una region variable de cadena pesada CDR2 de SEQ ID NO: 14; una region variable de cadena pesada CDR3 de
SEQ ID NO: 25; una region varible de cadena ligera CDR1 de SEQ ID NO: 36; una region varible de cadena ligera
CDR2 de SEQ ID NO: 47; y una region varible de cadena ligera CDR3 de SEQ ID NO: 58.

En una cierta realizacién, el anticuerpo comprende: una regién variable de cadena pesada CDR1 de SEQ ID NO: 4;
una region variable de cadena pesada CDR2 de SEQ ID NO: 15; una region variable de cadena pesada CDR3 de
SEQ ID NO: 26; una region varible de cadena ligera CDR1 de SEQ ID NO: 37; una region varible de cadena ligera
CDR2 de SEQ ID NO: 48; y una region varible de cadena ligera CDR3 de SEQ ID NO: 59.

En una cierta realizacién, el anticuerpo comprende: una regién variable de cadena pesada CDR1 de SEQ ID NO: 5;
una region variable de cadena pesada CDR2 de SEQ ID NO: 16; una region variable de cadena pesada CDR3 de
SEQ ID NO: 27; una region varible de cadena ligera CDR1 de SEQ ID NO: 38; una region varible de cadena ligera
CDR2 de SEQ ID NO: 49; y una region varible de cadena ligera CDR3 de SEQ ID NO: 60.

En una cierta realizacién, el anticuerpo comprende: una regién variable de cadena pesada CDR1 de SEQ ID NO: 6;
una region variable de cadena pesada CDR2 de SEQ ID NO: 17; una region variable de cadena pesada CDR3 de
SEQ ID NO: 28; una region varible de cadena ligera CDR1 de SEQ ID NO: 39; una region varible de cadena ligera
CDR2 de SEQ ID NO: 50; y una region varible de cadena ligera CDR3 de SEQ ID NO: 61.

En una cierta realizacion, el anticuerpo comprende: una region variable de cadena pesada CDR1 de SEQ ID NO: 7,
una region variable de cadena pesada CDR2 de SEQ ID NO: 18; una region variable de cadena pesada CDR3 de
SEQ ID NO: 29; una region varible de cadena ligera CDR1 de SEQ ID NO: 40; una region varible de cadena ligera
CDR2 de SEQ ID NO: 51; y una region varible de cadena ligera CDR3 de SEQ ID NO: 62.

En una cierta realizacion, el anticuerpo comprende: una region variable de cadena pesada CDR1 de SEQ ID NO: 8;
una region variable de cadena pesada CDR2 de SEQ ID NO: 19; una region variable de cadena pesada CDR3 de
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SEQ ID NO: 30; una region varible de cadena ligera CDR1 de SEQ ID NO: 41; una region varible de cadena ligera
CDR2 de SEQ ID NO: 52; y una region varible de cadena ligera CDR3 de SEQ ID NO: 63.

En una cierta realizacion, el anticuerpo comprende: una region variable de cadena pesada CDR1 de SEQ ID NO: 9;
una region variable de cadena pesada CDR2 de SEQ ID NO: 20; una region variable de cadena pesada CDR3 de
SEQ ID NO: 31; una region varible de cadena ligera CDR1 de SEQ ID NO: 42; una region varible de cadena ligera
CDR2 de SEQ ID NO: 53; y una region varible de cadena ligera CDR3 de SEQ ID NO: 64.

En una cierta realizacion, el anticuerpo comprende: una regién variable de cadena pesada CDR1 de SEQ ID NO: 10;
una region variable de cadena pesada CDR2 de SEQ ID NO: 21; una region variable de cadena pesada CDR3 de
SEQ ID NO: 32; una region varible de cadena ligera CDR1 de SEQ ID NO: 43; una region varible de cadena ligera
CDR2 de SEQ ID NO: 54; y una region varible de cadena ligera CDR3 de SEQ ID NO: 65.

En una cierta realizacion, el anticuerpo comprende: una region variable de cadena pesada CDR1 de SEQ ID NO: 11;
una region variable de cadena pesada CDR2 de SEQ ID NO: 22; una region variable de cadena pesada CDR3 de
SEQ ID NO: 33; una region varible de cadena ligera CDR1 de SEQ ID NO: 44; una region varible de cadena ligera
CDR2 de SEQ ID NO: 55; y una region varible de cadena ligera CDR3 de SEQ ID NO: 66.

Tal como se utiliza aqui, un anticuerpo humano comprende regiones variables de cadena pesada o ligera o cadenas
pesadas o ligeras de longitud completa que son “el producto de” o “derivadas de” una secuencia de linea germinal
particular si las regiones variables o las cadenas de longitud completa del anticuerpo se obtienen a partir de un
sistema que utiliza genes de inmunoglobulina de linea germinal humana. Tales sistemas incluyen inmunizar un ratén
transgénico que porta genes de inmunoglobulina humanos con el antigeno de interés o seleccionando una biblioteca
de gen de inmunoglobulina humana desplegada sobre un fago con el antigeno de interés. Un anticuerpo humano
que es “el producto de” o “derivado de” una secuencia de inmunoglobulina de linea germinal humana puede ser
identificado como tal comparando la secuencia de aminoacidos del anticuerpo humano con la secuencia de
aminoacidos de las inmunoglobulinas de linea germinal humana y seleccionando la secuencia de inmunoglobulina
germinal humana que es mas cercana en secuencia (esto es, el mayor porcentaje de identidad) con respecto a la
secuencia del anticuerpo humana. Un anticuerpo humano que es el “producto de” o “derivado de” una secuencia de
inmunoglobulina de linea germinal humana en particular puede contener diferencias en aminoacidos en comparacion
con la secuencia de la linea germinal, debido a, por ejemplo, mutaciones somaticas de origen natural o induccién
intencional de mutaciones dirigidas al sitio. Sin embargo, un anticuerpo humano seleccionado tipicamente es al
menos 90% idéntico en la secuencia de aminoacidos a una secuencia de aminoacidos codificada por un gen de
inmunoglobulina de linea germinal humana y contiene residuos de aminoacidos que identifican el anticuerpo humano
como humano cuando se compara con secuencias de aminoacidos de inmunoglobulina de linea germinal de otras
especies (por ejemplo, secuencias de linea germinal murinica). En ciertos casos, un anticuerpo humano puede ser al
menos 60%, 70%, 80%, 90%, o al menos 95%, o incluso al menos 96%, 97%, 98%, o 99% idéntico en secuencia de
aminoacidos a la secuencia de aminoacidos codificada por el gen de inmunoglobulina de linea germinal.
Tipicamente, un anticuerpo humano derivado a partir de una secuencia de linea germinal humana en particular
desplegara no mas de 10 diferencias en aminoacidos con respecto a la secuencia de aminoacidos codificada por el
gen de inmunoglobulina de linea germinal humana. En ciertos casos, el anticuerpo humano puede desplegar no mas
de 5, incluso no mas de 4, 3, 2 o una diferencia en aminoacidos con respecto a la secuencia de aminoacidos
codificada por el gen de inmunoglobulina de la linea germinal. En algunas realizaciones, las secuencias de
aminoacidos de inmunoglobulina de la linea germinal se seleccionan de aquellas que comprenden las secuencias de
cadena pesada variable que consisten of SEQ ID NO: 67 — 68 respectivamente, y las secuencias de cadena ligera
variable consistente of SEQ ID NO: 78 -79 respectivamente.

Anticuerpos homélogos

En aln otra realizacién, un anticuerpo divulgado tiene secuencias de aminoacidos de cadena pesada y ligera de
longitud completa; secuencias de nucleétidos de cadena pesada y ligera de longitud completa, secuencias de
nucleétidos de cadena pesada y ligera de region variable, o secuencias de aminoacidos de cadena pesada y ligera
de region variable que son homélogas a las secuencias de aminoacidos y nucleétidos de los anticuerpos descritos
aqui, y en donde los anticuerpos retienen las propiedades funcionales deseadas de los anticuerpos antiesclerostina
de la invencion.

Por ejemplo, la divulgacion provee un anticuerpo monoclonal aislado (o una proteina funcional que comprende una
porcion enlazante al antigeno de la misma) que comprende una regién variable de cadena pesada y una region
variable de cadena ligera, en donde: la region variable de cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos 80% idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo consistente of SEQ ID NOs:
67 -77; la region de cadena variable ligera comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80% idéntica
a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo consistente of SEQ ID NOs: 78 -88; el anticuerpo se enlaza
especificamente a la esclerostina, y el anticuerpo exhibe al menos una de las siguientes propiedades funcionales: el
anticuerpo bloquea el efecto inhibidor de la esclerostina en un ensayo de sefializacion de wnt basado en células, el
anticuerpo bloquea el efecto inhibidor de la esclerostina en un ensayo de mineralizacion basado en células o
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bloquea el efecto inhibidor de la esclerostina en el ensayo de fosforilacion de Smadl o el anticuerpo inhibe el
enlazamiento de la esclerostina al LRP-6 o el anticuerpo incrementa la formaciéon y masa y densidad 6sea.

En un ejemplo adicional, la divulgacion provee un anticuerpo monoclonal aislado (o una proteina funcional que
comprende una porcion de enlazamiento al antigeno de la misma) que comprende una cadena pesada de longitud
completa y una cadena ligera de longitud completa, en donde: la cadena pesada de longitud completa comprende
una secuencia de aminoacidos que es al menos 80% idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo consistente of SEQ ID NO 111 — 121; la cadena liviana de longitud completa comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 80% idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo consistente of
SEQ ID NOs 122 — 132; el anticuerpo se enlaza especificamente a la esclerostina, y el anticuerpo exhibe al menos
una de las siguientes propiedades funcionales: el anticuerpo bloquea el efecto inhibidor de la esclerostina en un
ensayo de sefializacion de wnt basada en células, el anticuerpo bloquea el efecto inhibidor de la esclerostina en un
ensayo de mineralizacion basado en células o bloquea el efecto inhibidor de la esclerostina en el ensayo de
fosforilacion de Smad1 o el anticuerpo inhibe el enlazamiento de la esclerostina al LRP-6 o el anticuerpo incrementa
la formacién y masa y densidad 6sea.

En otro ejemplo, la divulgacion provee un anticuerpo monoclonal aislado (o0 una proteina funcional que comprende
una porcion de enlazamiento al antigeno de la misma), que comprende una cadena pesada de longitud completa y
una cadena ligera de longitud completa, en donde: la cadena pesada de longitud completa es codificada por una
secuencia de nucledtidos que es al menos 80% idéntica a una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo
consistente of SEQ ID NOs 133 — 143; la cadena ligera de longitud completa comprende una secuencia de
nucleétidos que es al menos 80% idéntica a una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo consistente of
SEQ ID NOs 144 — 154, el anticuerpo se enlaza especificamente a la esclerostina, y el anticuerpo exhibe al menos
una de las siguientes propiedades funcionales: el anticuerpo bloquea el efecto inhibidor de la esclerostina en un
ensayo de sefializacion de wnt basado en células, el anticuerpo bloquea el efecto inhibidor de la esclerostina en un
ensayo de mineralizacién basado en células o bloquea el efecto inhibidor de la esclerostina en un ensayo de
fosforilacion de Smadl o el anticuerpo inhibe el enlazamiento de la esclerostina al LRP-6 o el anticuerpo incrementa
la formacién y masa y densidad 6sea.

En diversas realizaciones, el anticuerpo debe exhibir una, dos o mas, o tres de las propiedades funcionales
discutidas anteriormente. El anticuerpo puede ser, por ejemplo, un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado o
un anticuerpo quimérico.

En otras realizaciones, las secuencias de aminoacidos de Vy y/o Vi pueden ser 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98% 0 99% idénticas a las secuencias definidas anteriormente. En otras realizaciones, las secuencias de
aminoacidos de Vy y/o V. pueden ser idénticas excepto una sustitucion de aminoacido en no mas de 1, 2, 3,405
posiciones de aminoacidos. Un anticuerpo que tiene regiones Vy y V| que tiene alta identidad (esto es 80% o mayor)
a las regiones Vy y v of SEQ ID NOs 67 — 77 y SEQ ID NOs 78 — 88 respectivamente, puede ser obtenido por
mutagénesis (por ejemplo, mutagénesis dirigida al sitio o mediada por PCR) de las moléculas de acido nucleico que
codifican SEQ ID NOs: 89 — 99 y 100 — 110 respectivamente, seguido por la prueba del anticuerpo alterado
codificado en cuanto a la funcidn retenida (esto es, las funciones definidas anteriormente) utilizando los ensayos
funcionales descritos aqui.

En otras realizaciones, las secuencias de aminoacidos de la cadena pesada de longitud completa y/o la cadena
liviana de longitud completa pueden ser 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% idénticas a las
secuencias definidas anteriormente. Un anticuerpo que tiene una cadena pesada de longitud completa y una cadena
liviana de longitud completa que tienen alta identidad (esto es, 80% o mayor) a las cadenas pesadas de longitud
completa de cualquiera of SEQ ID NOs 111 — 121 y cadenas livianas de longitud completa de cualquiera de SEQ ID
NOs 122 — 132 respectivamente, pueden ser obtenidos por mutagénesis (por ejemplo, mutagénesis dirigida al sitio
o mediada por PCR) de moléculas de acido nucleico que codifican SEQ ID NOs: 133 — 143 y SEQ ID NOs: 144 —
154 respectivamente, seguido por la prueba de anticuerpo alterado codificado para la funcién retenida (esto es, las
funciones definidas anteriormente) utilizando los ensayos funcionales descritos aqui.

En otras realizaciones, las secuencias de nucleétidos de cadena pesada de longitud completa y/o de cadena liviana
de longitud completa pueden ser 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idénticas a las secuencias
definidas anteriormente.

En otras realizaciones, las regiones variables de secuencias de nucleétidos de cadena pesada y/o cadena ligera
pueden ser 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idénticas a las secuencias definidas anteriormente.

Tal como se utiliza aqui, el porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcién del nimero de
posiciones idénticas compartidas por las secuencias (esto es, porcentaje de identidad = # de posiciones
idénticas/total # de posiciones x 100), tomando en cuenta el nUmero de brechas, y la longitud de cada brecha, las
cuales necesitan ser introducidas para el alineamiento 6ptico de las dos secuencias. La comparacion de las
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secuencias y la determinacion del porcentaje de identidad entre dos secuencias puede lograrse utilizando un
algoritmo matematico, tal como se describe en los ejemplos no limitantes que siguen mas adelante.

El porcentaje de identidad entre las dos secuencias de aminoacidos puede ser determinado utilizando el algoritmo
de E. Meyers y W. Miller (Comput, Appl. Biosci., 4: 11 — 17, 1988) el cual ha sido incorporado en el programa ALIGN
(version 2.0), utilizando una tabla de residuos de peso PAM 120, una penalidad de longitud de brecha de 12 y una
penalidad de brecha de 4. Ademas, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos puede ser
determinado utilizando el algoritmo de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. 48: 444 — 453, 1970) el cual ha sido
incorporado en el programa GAP en el paquete de software GCG (disponible en http://www.gcg.com), utilizando bien
sea una matriz Blossom 62 o una matriz PAM250, y un peso de brecha de 16, 14, 12, 10, 8, 6 0 4 y un peso de
longitudde 1, 2,3, 4,50 6.

Adicional o alternativamente, las secuencias de proteina de la presente invencion pueden ser utilizadas
adicionalmente como una “secuencia de pregunta” para llevar a cabo una blusqueda contra bases de datos publicos
para, por ejemplo, identificar secuencias relacionadas. Tales blsquedas pueden ser llevada a cabo utilizando el
programa XBLAST (versién 2.0) de Altschul, et al., 1990 J. Mol Biol. 215: 403 — 10. Las busquedas de proteina
BLAST pueden ser llevadas a cabo con el programa XBLAST, marcacion = 50, longitud de palabra = 3 para obtener
secuencias de aminoacidos homologas a las moléculas de anticuerpos de la invencion. Para obtener alineamientos
con brecha para propésitos de comparacion, puede utilizarse Gapped BLAST como se describe en Altschul et al.,
1997 Nucleic Acids Res. 25 (17): 3389 — 3402. Cuando se utiliza los programas BLAST y Gapped BLAST, pueden
ser usados los parametros de fondo de los programas respectivos (por ejemplo XBLAST y NBLAST). Véase
http:www.ncbi.nhn.nih.gov.

Anticuerpos con modificaciones conservadoras

En ciertas realizaciones, un anticuerpo divulgado tiene una regién variable de cadena pesada que comprende
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 y una region variable de cadena ligera que comprende secuencias CDR1, CDR2 y
CDR3, en donde una o mas de estas secuencias CDR tienen secuencias de aminoacidos especificadas con base en
los anticuerpos descritos aqui o modificaciones conservadoras de los mismos, y en donde los anticuerpos retienen
las propiedades funcionales deseadas de los anticuerpos antiesclerostina de la invencion. De acuerdo con lo
anterior, la divulgacion provee un anticuerpo monoclonal aislado, o una proteina funcional que comprende una
porcién de enlazamiento de antigeno de la misma, que consiste de una region de cadena variable pesada que
comprende secuencias CDR1, CDR2 y CDRS3 y una region variable de cadena ligera que comprende secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3, en donde: la secuencia de aminoacidos CDR1 de la regién variable de cadena pesada se
seleccionan del grupo consistente of SEQ ID NOs: 1 — 11 y modificaciones conservadoras de las mismas; las
secuencias de aminoacidos CDR2 de la region variable de cadena pesada se seleccionan del grupo consistente of
SEQ ID NOs: 12 — 22, y modificaciones conservadoras de las mismas; las secuencias de aminoacidos CDR3 de la
region variable de cadena pesada se seleccionan del grupo consistente of SEQ ID NOs: 23 — 33 y modificaciones
conservadoras de las mismas; las secuencias de aminoacidos CDR1 de la region variable de cadena ligera se
seleccionan del grupo consistente of SEQ ID NOs: 34 — 44 y modificaciones conservadoras de las mismas; las
secuencias de aminoacidos CDR2 de las regiones variables de cadena ligera se seleccionan del grupo consistente
of SEQ ID NOs: 45 — 55, y modificaciones conservadoras de las mismas; las secuencias de aminoacidos CDR3 de
las regiones variables de cadena ligera se seleccionan del grupo consistente of SEQ ID NOs: 56 — 66, y
modificaciones conservadoras de las mismas; el anticuerpo se enlaza especificamente a la esclerostina, y el
anticuerpo exhibe al menos una de las siguientes propiedades funcionales: el anticuerpo bloquea el efecto inhibidor
de la esclerostina en un ensayo de sefializacion de wnt con base en células, el anticuerpo bloquea el efecto inhibidor
de las esclerostina en un ensayo de mineralizacion basado en células o bloquea el efecto inhibidor de la esclerostina
en un ensayo de fosforilacion de Smadl o el anticuerpo inhibe el enlazamiento de la esclerostina en el LRP-6 o el
anticuerpo incrementa la formacioén y la masa y densidad 6sea.

En diversas realizaciones, el anticuerpo debe exhibir una o mas, dos o mas, o tres 0 mas de las propiedades
funcionales listadas discutidas anteriormente. Tales anticuerpos pueden ser, por ejemplo, anticuerpos humanos,
anticuerpos humanizados o anticuerpos quimeéricos.

En otras realizaciones, un anticuerpo divulgado optimizado para expresién en una célula de mamifero tiene una
secuencia de cadena pesada de longitud completa y una secuencia de cadena ligera de longitud completa, en donde
una o mas de estas secuencias tienen secuencias de aminoacidos especificadas con base en los anticuerpos
descritos aqui 0 modificaciones conservadoras de los mismos, y en donde los anticuerpos retienen las propiedades
funcionales deseadas de los anticuerpos antiesclerostina de la invencion. De acuerdo con lo anterior, la divulgacion
provee un anticuerpo monoclonal aislado utilizado para expresion en una célula de mamifero que consiste de una
cadena pesada de longitud completa y una cadena ligera de longitud completa en donde: la cadena pesada de
longitud completa tiene secuencias de aminoacidos seleccionadas del grupo of SEQ ID NOs: 111 — 121, y
modificaciones conservadoras de los mismos; y la cadena ligera de longitud completa tiene secuencias de
aminoacidos seleccionadas del grupo consistente of SEQ ID NOs: 122 — 132, y modificaciones conservadoras de las
mismas; el anticuerpo se enlaza especificamente a la esclerostina; y el anticuerpo exhibe al menos una de las
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siguientes propiedades funcionales: el anticuerpo bloquea el efecto inhibidor de la esclerostina en un ensayo de
sefializacidon de wnt basado en células, el anticuerpo bloquea el efecto inhibidor de la esclerostina en un ensayo de
mineralizaciéon basado en células o bloquea el efecto inhibidor de la esclerostina en un ensayo de fosforilacion de
Smad1 o el anticuerpo inhibe el enlazamiento de la esclerostina al LRP4 - 6 o el anticuerpo incrementa la formacién
y masa y densidad 6sea.

En diversas realizaciones, el anticuerpo puede exhibir una o méas, dos 0 mas o tres o0 mas de las propiedades
funcionales discutidas anteriormente. Tales anticuerpos pueden ser, por ejemplo, anticuerpos humanos, anticuerpos
humanizados o anticuerpos quiméricos.

Tal como se utiliza aqui, el término “modificaciones de secuencias conservadoras” pretende referirse a
modificaciones en aminoacidos que no afectan o alteran significativamente las caracteristicas de enlazamiento del
anticuerpo que contiene la secuencia de aminoacidos. Tales modificaciones conservadoras incluyen sustituciones,
adiciones o eliminaciones de aminoacidos. Las modificaciones pueden ser introducidas en un anticuerpo de la
invencién mediante técnicas estandar conocidas en el arte, tales como la mutagénesis dirigida al sitio y mutagénesis
mediada por PCR.

Sustituciones conservadoras de aminoacidos son aquellas en las cuales el residuo de aminoacido es reemplazado
con un residuo de aminoécido que tiene una cadena lateral similar. Familias de residuos de aminoacidos que tienen
cadenas laterales similares han sido definidas en la técnica. Estas familias incluyen aminoacidos con cadenas
laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico,
acido glutamico), cadenas laterales polares no cargadas (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina,
treonina, tiroxina, cisteina, triptéfano), cadenas laterales no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina,
prolina, fenilalanina, metionina), cadenas laterales con ramificacion beta (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina), y
cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tiroxina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Asi, uno o mas residuos de
aminoacidos dentro de la region CDR de un anticuerpo de la invencion pueden ser reemplazados con otros residuos
de aminoéacidos de la misma familia de cadena lateral, y el anticuerpo alterado puede ser probado en cuanto a la
funcion retenida utilizando los ensayos funcionales descritos aqui.

Anticuerpos que se enlazan al mismo epitopo como anticuerpos de antiesclerostina de la invencion

En otra realizacion, la divulgacion provee anticuerpos que se enlazan al mismo epitopo como lo hacen los diversos
anticuerpos antiesclerostina descritos aqui. Se ha encontrado en efecto sorprendentemente que todos los
anticuerpos descritos en los ejemplos son capaces de:

(i) bloquear el efecto inhibidor de la esclerostina en un ensayo de sefializacién de wnt basado en células;
(i) bloquear el efecto inhibidor en un ensayo de mineralizacién basado en células;

(iii) inhibir el enlazamiento de la esclerostina a LRP-6; y

(iv) incrementar la formacion, masa y densidad éseas,

enlaza el mismo epitopo en la esclerostina con alta afinidad, siendo dicho epitopo un epitopo conformacional que
incluye aminoéacidos of SEQ ID NO: 156 y SEQ ID NO: 157. Sin estar limitados por cualquier modelo especifico, se
propone aqui que las secuencias de aminoacidos SEQ ID NO: 156 y SEQ ID NO: 157 delinean una region de
epitopo conformacional en el polipéptido de la esclerostina que es reconocida por los anticuerpos divulgados.

Por lo tanto pueden identificarse anticuerpos adicionales con base en su capacidad para competencia cruzada (por
ejemplo, para inhibir competitivamente el enlazamiento de, en una manera significativamente estadistica) con otros
anticuerpos de la invencién en ensayos de enlazamiento estandar con esclerostina. La capacidad de un anticuerpo
de prueba para inhibir el enlazamiento de los anticuerpos de la presente divulgacién a esclerostina humana
demuestra que el anticuerpo de prueba puede competir con ese anticuerpo para enlazarse a la esclerostina humana;
tal anticuerpo puede, de acuerdo con la teoria no limitante, enlazarse al mismo epitopo o a uno relacionado (por
ejemplo uno estructuralmente similar o espacialmente proximal) sobre la esclerostina humana como lo hace el
anticuerpo con el cual compite. En una cierta realizacion, el anticuerpo que se enlaza al mismo epitopo sobre la
esclerostina humana como los anticuerpos de la presente invencion es un anticuerpo monoclonal humano. Tales
anticuerpos monoclonales humanos pueden ser preparados y aislados como se describe en los ejemplos.

Anticuerpos manipulados y modificados

Un anticuerpo de la invencion puede ser preparado adicionalmente utilizando un anticuerpo que tiene una o mas de
las secuencias VH y/o VL mostradas aqui como material de partida para manipular un anticuerpo modificado,
anticuerpo modificado el cual tiene propiedades alteradas con respecto al anticuerpo de partida. Un anticuerpo
puede ser manipulado modificando uno o mas residuos dentro de una o0 ambas regiones variables (esto es, VH y/o
VL), por ejemplo dentro de una o mas regiones CDR y/o dentro de una o mas regiones marco. Adicional o

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2448 542 T3

alternativamente, un anticuerpo puede ser manipulado modificando residuos dentro de la region constante, por
ejemplo, para alterar las funciones de efecto del anticuerpo.

Un tipo de manipulacién de la region variable que puede ser llevada a cabo es el injerto en CDR. Los anticuerpos
interactian con antigenos objetivo predominantemente a través de residuos de aminoéacidos que estan localizados
en las seis regiones determinantes de la complementariedad de cadena pesada y ligera (CDR). Por esta razon, las
secuencias de aminoacidos dentro de los CDR son mas diversas entre anticuerpos individuales que las secuencias
por fuera de CDR. Debido a que las secuencias de CDR son responsables por la mayor parte de las interacciones
anticuerpo-antigeno, es posible expresar los anticuerpos recombinantes que imitan las propiedades de anticuerpos
especificos de origen natural construyendo vectores de expresion que incluyen secuencias de CDR a partir del
anticuerpo especifico de origen natural injertado sobre secuencias marco a partir de un anticuerpo diferente con
propiedades diferentes (véase, por ejemplo Riechmann, L. et al., 1998 Nature 332:323-327; Jones, P. et al., 1986
Nature 321:522-525; Queen, C. et al., 1989 Proc. Natl. Acad. See. U.S.A. 86:10029-10033; Patente de los Estados
Unidos No. 5,225,539 de Winter, y Patentes de los Estados Unidos Nos. 5,530,101; 5,585,089; 5,693,762 y
6,180,370 de Queen et al.).

De acuerdo con lo anterior, otra realizacién de la divulgacion es pertinente a un anticuerpo monoclonal aislado, o
una proteina funcional que comprende una porcién de enlazamiento a antigeno de la misma, que comprende una
region variable de cadena pesada que comprende secuencias CDR1 que tienen una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo consistente of SEQ ID NOs: 1 — 11; secuencias CDR2 que tienen una secuencia de
aminoacidos selecciona del grupo consistente of SEQ ID NOs: 12 — 22; secuencias de CDR3 que tienen una
secuencia de aminoacidos selecciona del grupo consistente of SEQ ID NOs: 23 — 33, respectivamente; y una region
variable de cadena ligera que tiene secuencias de CDR1 que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo consistente of SEQ ID NOs: 34 — 44; secuencias de CDR2 que tienen una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo consistente of SEQ ID NOs: 45 — 55; y secuencias de CDR3 que consisten de una secuencia
de aminoécidos seleccionada del grupo consistente of SEQ ID NOs: 56 — 66, respectivamente. Asi, tales anticuerpos
contienen las secuencias CDR de Vy y V. de anticuerpos monoclonales, si bien pueden contener diferentes
secuencias marco de estos anticuerpos.

Tales secuencias marco pueden ser obtenidas a partir de bases de datos de ADN publicas o referencias publicadas
gue incluyen secuencias de genes de anticuerpos de linea germinal. Por ejemplo, las secuencias de ADN de linea
germinal para genes de regiones variables de cadena pesada y ligera humanas pueden encontrarse en la base de
datos de secuencias de linea germinal humana “VBase” (disponible en internet en www.mrc-cpe.camac.uk/vbase),
asi como en Kabat, E. A. et al., 1991 Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department
of Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242; Tomlinson, I. M., et al., 1992 J. fol. Biol. 227:776-798; y
Cox, J. P. L. etal., 1994 Eur. J Immunol. 24:827-836.

Un ejemplo de secuencias marco para uso en los anticuerpos divulgados son aquellas que son estructuralmente
similares a las secuencias marco utilizadas por los anticuerpos seleccionados de la invencién, por ejemplo,
secuencias en consenso y/o secuencias marco utilizadas por anticuerpos monoclonales de la invencion. Las
secuencias CDR1, 2 y 3 de Vy, y las secuencias CDR1, 2 y 3 de V. pueden ser injertadas en regiones marco que
tienen la secuencia idéntica a la encontrada en el gen de inmunoglobulina de linea germinal a partir de la cual deriva
la secuencia marco, o las secuencias CDR pueden ser injertadas sobre regiones marco que contienen una o mas
mutaciones en comparacion con las secuencias de linea germinal. Por ejemplo, se ha encontrado que en ciertos
casos es benéfico hacer mutar residuos dentro de las regiones marco para mantener o potenciar la capacidad de
enlazamiento al antigeno del anticuerpo (véase, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5, 530,101; 5,
585,089; 5,693,762 y 6,180,370 de Queen et al).

Otro tipo de modificacion en la region variable es hacer mutar los residuos de aminoacidos dentro de las regiones
CDR1, CDR2 y/o CDR3 de Vy y/o V| para de esta manera mejorar una o mas propiedades de enlazamiento (por
ejemplo, afinidad) del anticuerpo de interés, conocida como “maduracién por afinidad”. La mutagénesis dirigida al
sitio 0 mutagénesis mediada por PCR puede ejecutarse para introducir las mutaciones y el efecto sobre el
enlazamiento del anticuerpo, u otras propiedades funcionales de interés, puede ser evaluada en ensayos in vivo 0 in
vitro tal como se describe aqui y se provee en los ejemplos. Pueden introducirse modificaciones conservadoras
(como se discuti6 anteriormente). Las mutaciones pueden ser sustituciones, adiciones o eliminaciones de
aminoacidos. Ademas, tipicamente no se alteran mas de uno, dos, tres, cuatro o cinco residuos dentro de una regién
CDR.

De acuerdo con lo anterior, en otra realizacion, la divulgacion provee anticuerpos monoclonales antiesclerostina
aislados, o una proteina funcional que comprende una porcién de enlazamiento de antigeno en la misma, que
consiste de una regién variable de cadena pesada que tiene: una region de CDR1 de Vy que consiste de una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que tiene SEQ ID NOs: 1 — 11 o una secuencia de aminoacidos
que tiene uno, dos, tres, cuatro o cinco sustituciones, eliminaciones o adiciones de aminoacidos en comparacion con
SEQ ID NOs: 1 -11; una region CDR2 de V4 que tiene una secuencia de aminodacidos seleccionada del grupo
consistente of SEQ ID NOs: 12 — 22, o una secuencia de aminoacidos que tiene una, dos, tres, cuatro o cinco
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sustituciones, eliminaciones o adiciones de aminoacidos en comparacion con SEQ ID NOs: 12 -22; una region CDR3
de V4 que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo consistente of SEQ ID NOs: 23 — 33, 0 una
secuencia de aminoacidos que tiene una, dos, tres, cuatro o cinco sustituciones, eliminaciones o adiciones de
aminoacidos en comparacion con SEQ ID NOs: 23 -33; una region CDR1 de V. que tiene de una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo consistente of SEQ ID NOs: 34 — 44, o una secuencia de aminoacidos que
tiene una, dos, tres, cuatro o cinco sustituciones, eliminaciones o adiciones de aminoacidos en comparacion con
SEQ ID NOs: 34 - 44; una region CDR2 de V. que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
consistente of SEQ ID NOs: 45 — 55, o una secuencia de aminoacidos que tiene una, dos, tres, cuatro 0 cinco
sustituciones, eliminaciones o adiciones de aminoacidos en comparacién con SEQ ID NOs: 45 -55; y una regién
CDR3 de V. que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo consistente of SEQ ID NOs: 56 — 66, 0
una secuencia de aminoacidos que tiene una, dos, tres, cuatro o cinco sustituciones, eliminaciones o adiciones de
aminoacidos en comparacion con SEQ ID NOs: 56 -66.

Manipulacion de marco o Fc

Los anticuerpos manipulados divulgados aqui incluyen aquellos en los cuales se han hecho modificaciones a los
residuos marco dentro de Vy y/o Vi, por ejemplo, para mejorar las propiedades del anticuerpo. Tipicamente tales
modificaciones marco se hacen para disminuir la inmunogenicidad del anticuerpo. Por ejemplo, una metodologia es
“retromutar” uno o mas residuos marco a las correspondientes secuencias de linea germinal. Mas especificamente,
un anticuerpo que ha sufrido mutacion somatica puede contener residuos marco que difieren de la secuencia
germinal de la cual se deriva el anticuerpo. Tales residuos pueden ser identificados por comparacion de las
secuencias marco del anticuerpo con las secuencias de linea germinal de las cuales se deriva el anticuerpo. Para
regresar las secuencias de la regién marco a su configuracién de linea germinal, las mutaciones somaticas pueden
ser ‘retromutadas” a la secuencia de linea germinal, por ejemplo, mediante mutagénesis dirigida al sitio o
mutagénesis mediada por PCR.

Otro tipo de modificacion de marco involucra la mutaciéon de uno o mas residuos dentro de la regién marco, o incluso
dentro de una o mas de las regiones CDR, para eliminar epitopos de células T para de esta forma reducir la
inmunogenicidad potencial del anticuerpo. Esta metodologia también se denomina como “desinmunizacion” y esta
descrita en mayor detalle en la Publicacién de Patente de los Estados Unidos No. 20030153043 de Carr et al.

Ademas o alternativamente las modificaciones hechas con las regiones marco o CDR, los anticuerpos divulgados
aqui pueden ser manipulados para incluir modificaciones dentro de la regién Fc, tipicamente para alterar una 0 mas
propiedades funcionales del anticuerpo, tales como vida media en suero, fijacion de complementos, enlazamiento al
receptor Fc, y/o citotoxicidad celular dependiente del antigeno. Adicionalmente, un anticuerpo divulgado puede ser
modificado quimicamente (por ejemplo, una o mas unidades estructurales quimicas pueden ser enlazadas al
anticuerpo) o puede ser modificado para alterar su glicosilacion, de nuevo para alterar una o mas propiedades
funcionales del anticuerpo. Cada una de estas realizaciones se describe en mayor detalle mas adelante. La
numeracion de los residuos en la region Fc es la del indice EU de Kabat.

En una realizacion, la region bisagra de CH1 es modificada de tal manera que el nimero de residuos de cisteina en
la regién bisagra se altera, por ejemplo, se incrementa o disminuye. Esta metodologia esta descrita adicionalmente
en la Patente de los Estados Unidos No. 5, 677,425 de Bodmer et al. El nUmero de residuos de cisteina en la region
bisagra de CH1 se altera, por ejemplo, para facilitar el ensamblaje de las cadenas liviana y pesada o para
incrementar o disminuir la estabilidad del anticuerpo.

En otra realizacién, la region bisagra Fc de un anticuerpo se hace mutar para disminuir la vida media bioldgica del
anticuerpo. Mas especificamente, se introducen una o mas modificaciones de aminoacidos en la regién de interfaz
del dominio CH2-CH3 del fragmento de bisagra Fc de tal forma que el anticuerpo tiene un enlazamiento a la proteina
A (SpA) de estafilococo con respecto al enlazamiento SpA del dominio de bisagra Fc nativo. Esta metodologia se
describe en mayor detalle en la Patente de los Estados Unidos No. 6, 165,745 de Ward et al.

En otra realizacién, el anticuerpo se modifica para incrementar su vida media biol6gica. Son posibles diversas
metodologias. Por ejemplo, pueden introducirse una de las siguientes mutaciones: T252L, T254S, T256F, como se
describe en la Patente de los Estados Unidos No. 6, 277,375 de Ward. Alternativamente, para incrementar la vida
media bioldgica, el anticuerpo puede ser alterado dentro de la region CH1 o CL para contener un epitopo de
enlazamiento al receptor silvestre tomado de dos bucles de un dominio CH2 de una region Fc de una IgG, tal como
se describe en las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5, 869,046 y 6, 121,022 de Presta et al.

En todavia otras realizaciones, la region Fc es alterada por reemplazo de al menos un residuo de aminoacido con un
diferente residuo de aminoéacido para alterar las funciones de efecto del anticuerpo. Por ejemplo, uno o mas
aminoacidos pueden ser reemplazados con un diferente residuo de aminoacido de tal forma que el anticuerpo tiene
una afinidad alterada para un ligando de efecto pero retiene la capacidad de enlazamiento del antigeno del
anticuerpo original. El ligando de efecto al cual se altera la afinidad puede ser, por ejemplo, un receptor Fc o el
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componente C1 del complemento. Estd metodologia esta descrita en mayor detalle en las Patentes de los Estados
Unidos Nos. 5, 624,821 y 5, 648,260 ambas de Winter et al.

En otra realizacion, uno o mas aminoacidos seleccionados de los residuos de aminoacidos puede ser reemplazado
con un residuo de aminoacido diferente de tal forma que el anticuerpo tiene enlazamiento Clq alterado y/o
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) reducida o eliminada. Esta metodologia esta descrita en mayor
detalle en la Patente de los Estados Unidos No. 6, 194,551 de Idusogie et al.

En otra realizacién, uno o mas residuos de aminoacidos son alterados para de esta manera alterar la capacidad del
anticuerpo para fijar el complemento. Esta metodologia esta descrita en la Publicacion PCT WO 94/29351 de
Bodmer et al.

En todavia otra realizacion, la region Fc es modificada para incrementar la capacidad del anticuerpo para mediar en
la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) y/o para incrementar la afinidad del anticuerpo para un
receptor Fcy modificando uno o mas aminoacidos. Esta metodologia esta descrita adicionalmente en la publicacion
PCT WO 00/42072 de Presta. Ademas, los sitios de enlazamiento sobre IgG1 humano para FcyRI, FcyRII, FcyRIIl y
FcRn han sido mapeados y se han descrito variantes con enlazamiento mejorado (véase Shields, R.L. et al., 2001 J.
Biol. Chen, 276: 6591 — 6604).

En todavia otra realizacion, se modifica la glicosilacién de un anticuerpo. Por ejemplo, puede hacerse un anticuerpo
aglicosilado (esto es, el anticuerpo carece de glicosilacién). La glicosilaciéon puede ser alterada para, por ejemplo,
incrementar la afinidad del anticuerpo por el “antigeno”. Tales modificaciones en carbohidratos pueden ser logradas
por ejemplo, alterando uno o0 mas sitios de glicosilacion dentro de la secuencia del anticuerpo. Por ejemplo, pueden
hacerse una o mas sustituciones de aminoacidos que dan como resultado la eliminacion de uno o mas sitios de
glicosilacion de marco en la region variable para por lo tanto eliminar la glicosilacién en ese sitio. Tal aglicosilacion
puede incrementar la afinidad del anticuerpo por el antigeno. Tal metodologia esta descrita en mayor detalle en las
Patentes de los Estados Unidos Nos. 5, 714,350 y 6, 350,861 de Co et al.

Adicional o alternativamente, puede ser un anticuerpo que tenga un tipo alterado de glicosilacién, tal como un
anticuerpo hipofucosilado que tenga cantidades reducidas de residuos fucosilo o un anticuerpo que tenga
estructuras GLcNac bisectadas incrementadas. Tales patrones de glicosilacion alteradas han demostrado
incrementar la capacidad de ADCC de los anticuerpos. Tales modificaciones en carbohidratos pueden lograrse, por
ejemplo, mediante la expresion del anticuerpo en una célula anfitriona con maquinaria de glicosilacion alterada. Las
células con maquinaria de glicosilaciéon alterada han sido descritas en la técnica y pueden ser utilizadas como
células anfitrionas en las cuales se expresan anticuerpos recombinantes para producir por lo tanto un anticuerpo con
glicosilacion alterada. Por ejemplo, la EP 1,176,195 de Hang et al., describe una linea celular con un gen FUT8 de
funcionalidad perturbada, el cual codifica una fucosil transferasa, tal que los anticuerpos expresados en tal linea
celular exhiben hipofucosilacién. La Publicacion PCT WO 03/035835 de Presta describe una variante de linea celular
CHO, células Lecl3, con capacidad reducida para enlazar fucosa a carbohidratos enlazados con Asn(297), dando
como resultado también la hipofucosilacion de anticuerpos expresada en esa célula anfitriona (véase también
Shields, R.L. et al., 2002 J. Biol. Chem. 277: 26733 — 26740). La Publicacion PCT WO 99/54342 de Umana et al.,
describe lineas celulares manipuladas para expresar glicosil transferasas modificantes de la glicoproteina (por
ejemplo, beta (1,4)-N acetilglucosaminiltransferasa Il (GnTIIl)) de tal forma que los anticuerpos expresados en la
linea celular es manipulada exhiben estructuras de GlcNac bisectadas incrementadas lo que da como resultado una
actividad ADCC incrementada de los anticuerpos (véase también Umana et al., 1999 Nat. Biotech. 17: 176 — 180).

Otra modificaciéon de los anticuerpos aqui que se contempla es la pegilacién. Un anticuerpo puede ser pegilado, por
ejemplo, para incrementar la vida media biolégica (por ejemplo en suero) del anticuerpo. Para pegilar un anticuerpo,
el anticuerpo, o un fragmento del mismo, se hacen reaccionar tipicamente con polietilen glicol (PEG), de tal manera
gue un éster reactivo o derivado aldehido del PEG, bajo condiciones en las cuales uno o mas grupos PEG se unen
al anticuerpo o al fragmento de anticuerpo. La pegilacion puede ser llevada a cabo por una reaccién de acilacién o
una reaccion de alquilacion con una molécula de PEG reactiva (o un polimero soluble en agua reactivo analogo). Tal
como se utiliza aqui, el término “polietilen glicol” se entiende que abarca cualquiera de las zonas de PEG que han
sido utilizadas para derivar otras proteinas, tales como (C1 — C10) alcoxi o ariloxi-polietilen glicol o polietilen glicol-
maleimida. En ciertas realizaciones, el anticuerpo que se va a pegilar es un anticuerpo aglicosilado. Los métodos
para pegilar proteinas son conocidos en la técnica y pueden aplicarse a los anticuerpos de la invencién. Véase por
ejemplo, EP 0 154 316 de Nishimura et al. y EP 0 401 384 de Ishikawa et al.

Otra modificacién de los anticuerpos que se contempla es un conjugado o una fusion de proteina de al menos la
regién de enlazamiento al antigeno del anticuerpo de la invencion a la proteina del suero, tal como albumina de
suero humano o un fragmento de la misma para incrementar la vida media de la molécula resultante. Tal
metodologia se describe por ejemplo en Ballance et al. EP 0322094.
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Otra posibilidad es una fusién de al menos la region de enlazamiento al antigeno del anticuerpo a proteinas capaces
de enlazarse a proteinas de suero, tal como albumina de suero humano para incrementar la vida media de la
molécula resultante. Tal metodologia se describe por ejemplo en Nygren et al., EP 0 486 525.

Métodos para manipular anticuerpos alterados

Como se discutié anteriormente, los anticuerpos antiesclerostina que tienen secuencias Vy y VL 0 secuencias de
cadena pesada y ligera de longitud completa mostrados aqui pueden ser utilizados para crear nuevos anticuerpos
antiesclerostina modificando las secuencias de cadena pesada y/o ligera de longitud completa, secuencias Vyy/o Vi,
0 las regiones constantes unidas a las mismas. Asi, en otro aspecto las caracteristicas estructurales de un
anticuerpo antiesclerostina de la invencion se utiliza para crear anticuerpos antiesclerostina relacionados
estructuralmente que retienen al menos una propiedad funcional de los anticuerpos de la invencién, tales como el
enlazamiento a la esclerostina humana y también la inhibicién de una o mas propiedades funcionales de la
esclerostina (por ejemplo, enlazamiento a receptor, prevencion o mejora de la ostedlisis).

Por ejemplo, una o mas regiones CDR de los anticuerpos divulgados, o mutaciones de los mismos, pueden ser
combinados de manera recombinante con regiones marco conocidas y/o otro CDR para crear anticuerpos
antiesclerostina adicionales, manipulados por via recombinante de la invencion, tal como se discutié anteriormente.
Otros tipos de modificaciones incluyen las descritas en la seccion previa. El material de partida para el método de
manipulaciones una o0 mas de las secuencias Vy y/o V. provistas aqui, o una o mas de las regiones CDR de las
mismas. Para crear un anticuerpo manipulado, no es necesario preparar realmente (esto es, expresar como
proteina) un anticuerpo que tenga una o mas de las secuencias Vy y/o V. provistas aqui, o una o mas de las
regiones CDR de las mismas. En vez de esto, la informacién contenida en las secuencias se utiliza como material de
partida para crear una secuencia de “segunda generacion” derivada de las secuencias originales y luego se prepara
la secuencia de “segunda generacion” y se expresa como una proteina.

De acuerdo con lo anterior, en otra realizacion, la divulgacion provee un método para preparar un anticuerpo
antiesclerostina que consiste de: una secuencia de anticuerpo de region variable de cadena pesada que tiene una
secuencia CDR1 seleccionada del grupo consistente of SEQ ID NOs: 1 — 11, una secuencia de CDR2 seleccionada
del grupo consistente of SEQ ID NOs: 12 — 22, y/o una secuencia CDR3 seleccionada del grupo consistente of SEQ
ID NOs: 23 — 33; y una secuencia de anticuerpo de regioén variable de cadena ligera que tiene una secuencia CDR1
seleccionada del grupo consistente of SEQ ID NOs: 34 — 44, una secuencia CDR2 seleccionada del grupo
consistente of SEQ ID NOs: 45 — 55, y/o una secuencia CDR3 seleccionada del grupo consistente of SEQ ID NOs:
56 — 66; alterar al menos un residuo de aminodacidos dentro de la secuencia del anticuerpo de region variable de
cadena pesada y/o la secuencia del anticuerpo de region variable de cadena ligera para crear al menos una
secuencia de anticuerpo alterado; y expresar la secuencia del anticuerpo alterada como una proteina.

De acuerdo con lo anterior, en otra realizacion, la divulgacion provee un método para preparar un anticuerpo
antiesclerostina utilizado para expresion en una célula de mamifero que consiste de: una secuencia de anticuerpo de
cadena pesada de longitud completa que tiene una secuencia seleccionada del grupo of SEQ ID NOs: 111 — 121;y
una secuencia de anticuerpo de cadena ligera de longitud completa que tiene una secuencia seleccionada del grupo
de 122 — 132; alterar al menos un residuo de aminoacido dentro de la secuencia de anticuerpo de cadena pesada de
longitud completa y/o la secuencia de anticuerpo de cadena ligera de longitud completa para crear al menos una
secuencia de anticuerpo alterada; y expresar la secuencia de anticuerpo alterada como una proteina.

La secuencia del anticuerpo alterado puede ser preparada seleccionando bibliotecas de anticuerpos que tengan
secuencias de CDR fijas seleccionadas entre el grupo consistente of SEQ ID NOs: 23 — 33 o0 determinantes de
enlazamientos esenciales minimos como se describe en US 20050255552 y diversidad sobre las secuencias CDR1
y CDR2. La selecciéon puede ser llevada a cabo de acuerdo con cualquier tecnologia de seleccién apropiada para
seleccionar anticuerpos a partir de librerias de anticuerpos, tales como la tecnologia de fagos apropiada para
seleccionar anticuerpos a partir de librerias de anticuerpos, tal como una tecnologia de despliegue de fagos.

Pueden utilizarse técnicas de biologia molecular estandar para preparar y expresar la secuencia de anticuerpos
alterada. El anticuerpo codificado por la secuencia de anticuerpos alterada es aquella que retiene una, algunas, o
todas las propiedades funcionales de los anticuerpos antiesclerostina descritos aqui, propiedades funcionales que
incluyen, pero no se limitan a, enlazamiento especifico a la esclerostina humana, y el anticuerpo exhibe al menos
una de las siguientes propiedades funcionales: el anticuerpo bloquea el efecto inhibidor de la esclerostina en un
ensayo de sefializacion de wnt basado en células, el anticuerpo bloquea el efecto inhibidor de la esclerostina en un
ensayo de mineralizacién basado en células o bloquea el efecto inhibidor de la esclerostina en un ensayo de
fosforilacion de Smad1 o el anticuerpo inhibe el enlazamiento de esclerostina al LRP-6 o el anticuerpo incrementa la
formacion y masa y densidad éseas.

El anticuerpo alterado puede exhibir una o mas, dos o mas, o tres 0 mas de las propiedades funcionales discutidas
anteriormente.
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Las propiedades funcionales de los anticuerpos alterados pueden ser establecidas utilizando ensayos estandar
disponibles en la técnica y/o descritos aqui, tales como los definidos en los ejemplos (por ejemplo, ELISAS).

En ciertas realizaciones de los métodos de anticuerpos manipulados, pueden introducirse mutaciones
aleatoriamente o selectivamente a lo largo de toda o parte de la secuencia de codificacion del anticuerpo
antiesclerostina y los anticuerpos antiesclerostina modificados resultantes pueden ser seleccionados en cuanto a su
actividad de enlazamiento y/o otras propiedades funcionales tal como se describe aqui en métodos mutacionales
gue han sido descritos en la técnica. Por ejemplo, la Publicacion PCT WO 02/092780 de Short describe métodos
para crear y seleccionar mutaciones en anticuerpos utilizando mutagénesis por saturacion, ensamblaje de ligacion
sintética, o una combinacién de los mismos. Alternativamente, la Publicacion PCT WO 03/074679 de Lazar et al.,
describe métodos para utilizar métodos de seleccidon computacional para optimizar las propiedades fisioquimicas de
los anticuerpos.

Moléculas de acido nucleico que codifican los anticuerpos de la invencion

Otro aspecto de la invencion es pertinente a las moléculas de acido nucleico que codifican el anticuerpo de la
invencion. Ejemplos de secuencias de nucleétidos de origen de cadena ligera de longitud completa se muestran en
SEQ ID NOs 144 — 145. Ejemplos de secuencias de nucleétidos de origen de cadena pesada de longitud completa
se muestran en SEQ ID NOs 133 — 134. Ejemplos de secuencias de nucleétidos de cadena ligera de longitud
completa optimizados para expresion en una célula de mamifero se muestran en SEQ ID NOs: 146 — 154. Ejemplos
de secuencias de nucledtidos de cadena pesada de longitud completa optimizadas para expresion en una célula de
mamifero se muestran en SEQ ID NOs: 135 — 143.

Los acidos nucleicos pueden estar presentes en células completas, en un lisado de células, o pueden ser acidos
nucleicos en una forma parcialmente purificada o sustancialmente pura. Un &cido nucleico es “aislado” o “se hace
sustancialmente puro” cuando se purifica a partir de otros componentes celulares u otros contaminantes, por
ejemplo, otros acidos nucleicos o proteinas celulares, por técnicas estandar, incluyendo tratamiento alcalino/SDS,
bandeo con CsClI, cromatografia de columna, electroforesis en gel de agarosa y otros bien conocidos en la técnica.
Véase F. Ausubel et al., ed. 1987 Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing y Wiley Interscience,
New York. Un acido nucleico de la invencién, puede ser, por ejemplo, ADN o ARN y puede o puede no contener
secuencias intrénicas. En una realizacion, el acido nucleico es una molécula de cADN. El acido nucleico puede estar
presente en un vector tal como un vector de despliegue de fago, o en un vector plasmido recombinante.

Los acidos nucleicos de la invencién pueden ser obtenidos utilizando técnicas estandar de biologia molecular. Para
anticuerpos expresados por hibridomas (por ejemplo, hibridomas preparados a partir de ratones transgénicos que
portan genes de inmunoglobulina humana como se describe posteriormente mas adelante), cADN que codifica las
cadenas ligera y pesada del anticuerpo hecho por el hibridoma pueden ser obtenidos por técnicas estandar de
amplificacion por PCR o clonacion de cADN. Para anticuerpos obtenidos a partir de una biblioteca de genes de
inmunoglobulina (por ejemplo, utilizando técnicas de despliegue de fagos), el acido nucleico que codifica el
anticuerpo puede ser recuperado a partir de varios clones de fago que son miembros de la biblioteca.

Una vez que los fragmentos de ADN que codifican los segmentos Vy y Vi son obtenidos, estos fragmentos de ADN
pueden ser manipulados adicionalmente por técnicas de ADN recombinante estandar, por ejemplo para convertir los
genes de la region variable en genes de cadena de anticuerpo de longitud completa, en genes de fragmento Fab o
en un gen scFv. En estas manipulaciones, un fragmento de ADN que codifica V. 0 V4 esta enlazado operativamente
a otra molécula de ADN o a un fragmento que codifica a otra proteina, tal como una regién constante de un
anticuerpo o un enlazante flexible. El término “enlazado operativamente”, tal como se utiliza en este contexto
pretende significar que los dos fragmentos de ADN estan unidos de una manera funcional, por ejemplo, de tal forma
que las secuencias de aminoacidos codificadas por los dos fragmentos de ADN se retienen en marco, o de tal forma
gue la proteina se exprese bajo el control de un promotor deseado.

El ADN aislado que codifica la region Vy puede ser convertido en un gen de cadena pesada de longitud completa
enlazando operativamente el ADN de codificacién de V4 a otra molécula de ADN que codifica regiones constantes
de cadena pesada (CH1, CH2 y CH3). Las secuencias de genes de region constante de cadena pesada humanas
son conocidas en la técnica (véase, por ejemplo Kabat E. A., et al., 1991 Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Fifht Edition, U.S. Departament of Healt and Human Services, NIH Publication No. 91-3242) y pueden
obtenerse fragmentos de ADN que abarcan estas regiones mediante amplificacién estandar por PCR. La region
constante de cadena pesada puede ser una region constante de 1gG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, IgA, IgE, IgM o IgD.
Preferiblemente, la regidon constante de cadena pesada se selecciona entre isotipos de IgG2. Para un gen de cadena
pesada del fragmento Fab, el ADN que codifica Vy puede ser enlazado operativamente a otra molécula de ADN que
codifica solamente la regién constante CH1 de cadena pesada.

El ADN aislado que codifica la regién V. puede ser convertido en un gen de cadena ligera de longitud completa (asi

como también en un gen Fab de cadena ligera) enlazando operativamente el ADN que codifica V. a otra molécula
de ADN que codifica la region constante de cadena ligera, CL. La secuencia de genes de regidon constante de
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cadena ligera humanos son conocidas en la técnica (véase, por ejemplo Kabat E. A, et al., 1991 Sequences of
Proteins of Immunological Interest, Fifht Edition, U.S. Departament of Healt and Human Services, NIH Publication
No. 91-3242) y los fragmentos de ADN que abarcan estas regiones pueden ser obtenidos por amplificaciéon estandar
por PCR. La region constante de cadena ligera puede ser una region constante kappa o lambda.

Para crear un gen scFv, los fragmentos de ADN que codifican V4 y VL son enlazados operativamente a otro
fragmento que codifica un enlazador flexible, por ejemplo, que codifica la secuencia de aminoacidos (Gly4 — Ser)s,
de tal manera que las secuencias de V4 y V. pueden ser expresadas como una proteina de cadena sencilla
contigua, con las regiones V| y Vy unidas por el enlazador flexible (véase, por ejemplo, Bird et I., 1988 Science 242:
423-426; Huston et al., 1988 Proc Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883; McCafferty et al., 1990 Nature 348: 552-554).

Generacion de anticuerpos monoclonales de la invencion

Los anticuerpos monoclonales (mAbs) pueden ser producidos por una variedad de técnicas, incluyendo la
metodologia de anticuerpo monoclonal convencional por ejemplo, la técnica de hibridacién de células somaticas
estandar de Kohler y Milstein, 1975 Nature 256: 495. Pueden emplearse muchas técnicas para producir un
anticuerpo monoclonal, por ejemplo, transformacion viral u oncogénica de linfocitos B.

Un sistema animal para preparar hibridomas es el sistema murinico. La produccién de hibridoma en ratones es un
procedimiento bien establecido. Los protocolos de inmunizacion y las técnicas de aislamiento de esplenocitos
inmunizados para fusién son conocidos en la técnica. Los asociados de fusion (por ejemplo, células de mieloma
murinico) y los procedimientos de fusion son conocidos también.

Los anticuerpos quiméricos o humanizados pueden ser preparados con base en la secuencia de un anticuerpo
monoclonal murinico preparado como se describié anteriormente. El ADN que codifica la inmunoglobulina de cadena
pesada y ligera puede ser obtenido a partir del hibridoma murinico de interés y manipulado para contener
secuencias de inmunoglobulina no murinicas (por ejemplo humanas) usando técnicas estandar de biologia
molecular. Por ejemplo, para crear un anticuerpo quimeérico, las regiones variables murinicas pueden ser enlazadas
a regiones humanas constantes utilizando métodos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, la Patente de los
Estados Unidos No. 4, 816,567 de Cabilly et al.). Para crear un anticuerpo humanizado las regiones CDR murinicas
pueden ser insertadas en un marco humano utilizando métodos conocidos en la técnica. Véanse, por ejemplo, la
Patente de los Estados Unidos No. 5225539 de Winter, y las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5530101;
5585089; 5693762 y 6180370 de Queen et al.

En una cierta realizacion, los anticuerpos de la invencion son anticuerpos monoclonales humanos. Tales anticuerpos
monoclonales humanos dirigidos contra la esclerostina pueden ser generados utilizando parte transgénicas o
transcromosomicas de ratones que portan partes del sistema humano inmune en vez del sistema del ratén. Estos
ratones transgénicos y transcromosomicos incluyen ratones denominados aqui como ratones HuUMADb y ratones KM,
respectivamente, y se denominan aqui colectivamente como “ratones con Ig humanas”.

El raton HUMAb® (Medarex, Inc.) contiene minilocus de genes de inmunoglobulina humana que codifican secuencias
de inmunoglobulina de cadena pesada (u y y) y ligera k no reordenadas, junto con mutaciones direccionadas que
inactivan los locus de las cadenas enddgenas [ yk (véase por ejemplo, Lomberg et al., 1994 Nature 368(6474). De
acuerdo con lo anterior, los ratones exhiben expresion reducida de IgM de katgnea respuesta a la
inmunizacién, los transgenes de cadena pesada y ligera humanos introducidos sufren conmutacion de clases y
mutaciéon somatica para generar IgGk monoclonal humana de alta afinidad (Lonberg, N. y Huszar, D., 1995 supra;
reviwed in Lonberg, N., 1994 Handbook of Experimental Pharmacology 113:49-101; Lonberg, N. and Huszar, D.,
1995 Intern. Rev. Immunol.13: 65-93, and Harding, F. and Lonberg, N., 1995 Ann. N. Y. Acad. Sci. 764:536-546). La
preparacion y uso de los ratones HUMAD, y de las modificaciones genéticas portadas por tales ratones, esta descrita
adicionalmente en Taylor, L. et al., 1992 Nucleic Acids Research 20:6287-6295; Chen, J. et al., 1993 International
Immunology 5: 647-656; Tuaillon et al., 1993 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:3720-3724; Choi et al., 1993 Nature
Genetics 4:117-123; Chen, J. et al., 1993 EMBO J. 12: 821-830; Tuaillon et al., 1994 J. Immunol. 152:2912-2920;
Taylor, L. et al., 1994 International Immunology 579-591; and Fishwild, D. et al., 1996 Nature Biotechnology 14: 845-
851. Véase adicionalmente, las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5,545,806; 5,569,825; 5,625, 126; 5,633,425;
5,789,650; 5,877,397; 5,661,016; 5,814,318; 5,874,299; y 5,770,429; y de Lonberg y Kay; Patente de los Estados
Unidos No. 5,545,807 de Surani et al.; las Publicaciones PCT Nos. WO 92/103918, WO 93/12227, WO 94/25585,
WO 97/113852, WO 98/24884 y WO 99/45962, todas de Lonberg y Kay; y la Publicacion PCT No. WO 01/14424 de
Korman et al.

En otra realizacion, los anticuerpos humanos de la invencién pueden ser elevados utilizando un ratén que porte
secuencias de inmunoglobulina humana sobre transgenes y transcromosomas tal como un ratén que porta un
transgen de cadena pesada humana y un transcromosoma de cadena ligera humana. Tales ratones, denominados
aqui como “ratones KM”, estan descritos en detalle en la Publicacion PCT WO 02/43478 de Ishida et al.
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Aun adicionalmente, sistemas animales transgénicos alternativos que expresan genes de inmunoglobulina humana
estan disponibles en la técnica y pueden ser utilizados para elevar los anticuerpos de antiesclerostina de la
invencion. Por ejemplo, puede ser utilizado un sistema transgénico alternativo denominado como Xenomouse
(Abgenix, Inc.). Tales ratones estan descritos, por ejemplo, en las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5, 939,598;
6, 075,181; 6,114,598; 6,150,584 y 6,162,963 de Kucherlapati et al.

Ademas, sistemas animales transcromosomicos alternativos que expresan genes de inmunoglobulina humana estan
disponibles en la técnica y pueden ser utilizados para elevar los anticuerpos de antiesclerostina de la invencion. Por
ejemplo, pueden utilizarse ratones que portan tanto un transcromosoma de cadena pesada humana y un
transcromosoma de cadena liviana humana, denominados como “ratones TC”; tales ratones estan descritos en
Tomizuka et al., 2000 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 722-727. Adicionalmente, se han descrito vacas que portan
transcromosomas de cadena pesada y ligera humanas en la técnica (Kuroiwa et al., 2002 Nature Biotechnology 20:
889-894) y pueden ser utilizados para elevar los anticuerpos antiesclerostina de la invencion.

Los anticuerpos monoclonales humanos de la invencion también pueden ser preparados utilizando métodos de
despliegue de fagos para seleccionar bibliotecas de genes de inmunoglobulina humanos. Tales métodos de
despliegue de fago para aislamiento de anticuerpos humanos estan establecidos en la técnica o estan descritos en
los ejemplos mas adelante. Véanse por ejemplo las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5,223,409; 5,403,484; y
5,571,698 de Ladner et al; las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5,427,908 y 5,580,717 de Dower et al., las
Patentes de los Estados Unidos Nos. 5,969,108 y 6,172,197 de McCafferty et al; y las Patentes de los Estados
Unidos Nos. 5,885,793; 6,521,404; 6,544,731; 6,555,313; 6,582,915 y 6,593,081 de Griffiths et al.

Los anticuerpos monoclonales humanos de la invencién también pueden ser preparados utilizando ratones SCID en
los cuales se han reconstituido células inmunes humanas de tal forma que puede generarse una respuesta
anticuerpo humana por inmunizacién. Tales ratones estan descritos, por ejemplo, en las Patentes de los Estados
Unidos Nos. 5, 476,996 y 5, 698,767 de Wilson et al.

Generacion de hibridomas que producen anticuerpos monoclonales humanos

Para generar hibridomas que producen anticuerpos monoclonales humanos de la invencién, esplenacitos y/o células
nodulares linfaticas de ratones inmunizados pueden aislarse y fusionarse a una linea celular inmortalizada
apropiada, tal como una linea de células de mieloma de ratén. Los hibridomas resultantes pueden ser seleccionados
para la produccién de anticuerpos especificos del antigeno. Por ejemplo, suspensiones de células individuales de
linfocitos esplénicos a partir de ratones inmunizados pueden ser fusionadas a un sexto del numero de células de
mielomas de ratdbn no secretadoras P3X63-Ag8.653 (ATCC, CRL 1580) con PEG al 50%. Las células son
sembradas en placa a aproximadamente 2 x 145 en placas de microtitulacion de fondo plano, seguidas por
incubacién de dos semanas en un medio selectivo que contiene 20% de suero de clon fetal, medio condicionado
“653” al 18%, origen al 5% (IGEN), L-glutamina 4 mM, piruvato de sodio 1 mM, HEPES 5 mM, 2-mercaptoetanol
0.055 mM, 50 unidades/ml de penicilina, 50 mg/ml de estreptomicina, 50 mg/ml de gentamicina y 1X HAT (Sigma; el
HAT es agregado 24 horas después de la fusion). Después de aproximadamente dos semanas, las células pueden
ser cultivadas en un medio en el cual el HAT es reemplazado con HT. Los pozos individuales pueden entonces ser
seleccionados por ELISA en busqueda de anticuerpos monoclonales IgM e 1IgG humanos. Una vez que ocurre el
crecimiento extenso del hibridoma, el medio puede ser observado usualmente después de 10 — 14 dias. Los
hibridomas que secretan el anticuerpo pueden ser resembrados, seleccionados de nuevo, y si todavia son positivos
en cuanto a IgG humana, los anticuerpos monoclonales pueden ser subclonados al menos dos veces por dilucién
limitante. Los subclones estables pueden ser entonces cultivados in vitro para generar pequefias cantidades del
anticuerpo en un medio para cultivo de tejidos para su caracterizacion.

Para purificar anticuerpos monoclonales humanos, los hibridomas seleccionados pueden ser cultivados en matraces
rotatorios de dos litros para purificacion del anticuerpo monoclonal. Los sobrenadantes pueden ser filtrados y
concentrados antes de la cromatografia de afinidad con A-sefarosa de proteina (Pharmacia, Piscataway, N.J.). La
IgG eluida puede ser verificada por electroforesis en gel y cromatografia liquida de alto rendimiento para asegurar la
pureza. La solucion reguladora puede ser intercambiada en PBS, y la concentracion puede ser determinada por
ODygp utilizando un coeficiente de extincién de 1.43. Se pueden extraer alicuotas de los anticuerpos monoclonales y
almacenarse en al -80°C.

Generacion de transfectomas que producen anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos de la invencion también pueden ser producidos en un transfectoma de célula huésped utilizando,
por ejemplo, una combinacién de técnicas de ADN recombinante y métodos de transfeccion de genes como es bien
conocido en la técnica (por ejemplo, Morrison, S. (1985) Science 229: 1202).

Por ejemplo, para expresar los anticuerpos, o fragmentos de anticuerpos de los mismos, los ADN que codifican

cadenas ligera y pesada o de longitud completa, pueden obtenerse por técnicas estandar de biologia molecular (por
ejemplo, amplificacién por PCR o clonacién de ADNc utilizando un hibridoma que expresa el anticuerpo de interés )
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y los ADN pueden ser insertados en vectores de expresion de tal forma que los genes se enlazan operativamente a
secuencias de control transcripcionales y translacionales. En este contexto, el término “enlazado operativamente” se
entiende con el significado de que un gen de anticuerpo esta ligado en un vector de tal forma que las secuencias de
control transcripcionales y translacionales dentro del vector sirven para su funciéon pretendida de regular la
transcripcion y la traduccion del gen del anticuerpo. El vector de expresion y las secuencias de control de expresion
se escogen de manera que sean compatibles con la célula anfitriona de expresién usada. El gen de la cadena ligera
del anticuerpo y el gen de la cadena pesada del anticuerpo pueden ser insertados en un vector separado o, mas
tipicamente, ambos genes son insertados en el mismo vector de expresion. Los genes del anticuerpo son insertados
en el vector de expresion por métodos estandar (por ejemplo, ligacion de sitios de restriccion complementarios sobre
el fragmento del gen del anticuerpo y el vector, o ligacion en el extremo romo si no estan presentes sitios de
restriccion). Las regiones variables de cadena ligera y pesada de los anticuerpos descritos aqui pueden ser
utilizadas para crear genes de anticuerpo de longitud completa de cualquier isotipo de anticuerpo insertandolos en
vectores de expresion que ya codifican las regiones constante de cadena pesada y constante de cadena ligera del
isotipo deseado de tal forma que el segmento Vy esta enlazado operativamente a los segmentos CH dentro del
vector y el segmento V. estd enlazado operativamente al segmento CL dentro del vector. Adicional o
alternativamente, el vector de expresion recombinante puede codificar un péptido de sefalizacion que facilita la
secrecién de la cadena del anticuerpo a partir de una célula anfitriona. El gen de la cadena del anticuerpo puede ser
clonado en el vector de tal forma que el péptido de sefializacion se enlaza en marco al terminal amino del gen de la
cadena del anticuerpo. El péptido de sefalizacion puede ser un péptido de sefalizacion de inmunoglobulina o un
péptido de sefializacién heterdloga (esto es, un péptido de sefializacion a partir de una proteina no inmunoglobulina).

Ademas de los genes de cadena del anticuerpo, los vectores de expresion recombinantes de la invencion portan
secuencias reguladoras que controlan la expresion de los genes de la cadena del anticuerpo en una célula huésped.
El término “secuencia reguladora” pretende incluir promotores, potenciadores y otros elementos de control de
expresion (por ejemplo sefiales de poliadenilacion) que controlan la transcripcién o traduccion de los genes de
cadena del anticuerpo. Tales secuencias reguladoras se describen, por ejemplo, en Goeddel (Gene Expression
Technology. Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA 1990). Sera evidente para los
experimentados en la técnica que el disefio del vector de expresion, incluyendo la seleccién de las secuencias
reguladoras, puede depender de factores tales como la selecciéon de la célula anfitriona que se va a transformar, el
nivel de expresion de la proteina deseada, etc. Las secuencias reguladoras para la expresién en células anfitrionas
de mamiferos incluyen elementos virales que dirigen niveles altos de expresion de proteina en células de mamiferos,
tales como promotores y/o potenciadores derivado del citomegalovirus (CMV), virus de simio 40 (SV40), adenovirus
(por ejemplo, el promotor tardio principal de adenovirus (AdMLP)) y polioma. Alternativamente, pueden utilizarse
secuencias reguladoras no virales, tales como el promotor de ubiquitina o el promotor de P-globina. Aun
adicionalmente, los elementos reguladores compuestos de las secuencias de diferentes fuentes, tales como el
sistema promotor SRa, que contiene secuencias del promotor temprano de SV40 y el repetidor de terminal largo del
virus tipo 1 de leucemia de células T humana (Takebe, Y. et al., 1988 Mol. Cell. Biol. 8: 466-472).

Ademas de los genes de cadena de anticuerpo y las secuencias reguladoras, los vectores de expresion
recombinantes de la invencién pueden portar secuencias adicionales, tales como secuencias que regulan la
replicacién del vector en células anfitrionas (por ejemplo, origenes de la replicacion) y genes marcadores
seleccionables. El gen marcador seleccionable facilita la seleccién de células anfitrionas en las cuales se ha
introducido el vector (véase, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos Nos. 4, 399,216; 4, 634,665 y 5,
179,017, todas de Axel et al.). Por ejemplo, tipicamente el gen del marcador seleccionable confiere resistencia a
farmacos, tales como G418, higromicina o metrotrexato, sobre una célula anfitriona en la cual se ha introducido el
vector. Los genes del marcador seleccionable incluyen el gen de la dihidrofolato reductasa (DHFR) (para uso en
células anfitrionas dhfr con seleccién/amplificacion con metrotrexato) y el neogen (para seleccion por G418).

Para expresion de las cadenas ligeras y pesadas, los vectores de expresion que codifican las cadenas pesada y
ligera se transfectan hacia una célula anfitriona por técnicas estandar. Las diversas formas del término “transfeccion”
se entiende que abarcan una amplia variedad de técnicas utilizadas cominmente para la introduccién de ADN
exdgeno en una célula anfitriona procariota 0 eucariota, por ejemplo, electroporacién, precipitacién con fosfato de
calcio, transfeccion con DEAE-dextrano y similares. Tedricamente es posible expresar los anticuerpos de la
invencion bien sea en células anfitrionas procariotas 0 eucariotas. La expresion de los anticuerpos en células
eucariotas, en particular células anfitrionas de mamiferos, es discutida porque tales células eucariotas, y en
particular las células de mamifero, son mas probablemente propensas que las células procariotas para el
ensamblaje y secretan un anticuerpo apropiadamente plegado e inmunoldgicamente activo. La expresion
procariotica de los genes del anticuerpo ha sido reportada como inefectiva para la produccién de grandes
rendimientos de anticuerpo activo (Boos, M. A. y Wood, C. R., 1985 Immunology Today 6: 12 — 13).

Las células anfitrionas de mamiferos para expresar los anticuerpos recombinantes de la invencién incluyen ovario de
hamster chino (células CHO) (incluyendo células CHO dhfr, descritas por Urlaub y Chasin, 1980 Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 77: 4216-4220 usadas con un marcador seleccionable DH FR, por ejemplo, como se describe en R.J.
Kaufman y P.A. Sharp, 1982 Mol. Biol. 159:601-621, células de mieloma de NSO, células COS y células SP2. En
particular, para uso con células de mieloma NSO, otro sistema de expresion es el sistema de expresion del gen GS
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mostrado en WO 87/04462, WO 89/01036 y EP 338,841. Cuando los vectores de expresién recombinante que
codifican los genes del anticuerpo se introducen en células anfitrionas de mamifero, los anticuerpos son producidos
por el cultivo de células anfitrionas durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la expresion del anticuerpo
en las células anfitrionas o la secrecién del anticuerpo hacia el medio de cultivo en el cual estan cultivadas las
células anfitrionas. Los anticuerpos pueden ser recuperados a partir del medio de cultivo utilizando métodos
estandar de purificacion de proteinas.

Moléculas biespecificas

En otro aspecto, la presente divulgacion caracteriza moléculas biespecificas o multiespecificas que comprende un
anticuerpo antiesclerostina o un fragmento del mismo, de la invencién. Un anticuerpo de la invencion, o regiones de
enlazamiento al antigeno del mismo, pueden ser derivados o enlazados a otras moléculas funcionales, por ejemplo,
otro péptido o proteina (por ejemplo, otro anticuerpo o ligando para un receptor) para generar una molécula
biespecifica que se enlaza o a al menos dos sitios de enlazamiento o moléculas objetivo diferentes. El anticuerpo de
la invencién puede en efecto ser derivado o enlazado a mas de una molécula funcional para generar moléculas
multiespecificas que se enlazan a mas de dos sitios de enlazamiento y/o moléculas objetivo diferentes; tales
moléculas biespecificas también pretenden ser abarcadas por el término “molécula biespecifica” tal como se utiliza
aqui. Para crear una molécula biespecifica, un anticuerpo de la invencion puede ser enlazado funcionalmente (por
ejemplo, mediante acoplamiento quimico, fusién genética, asociacion no covalente o alguna otra) a una o mas
moléculas de enlazamiento, tal como otro anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, péptido o imitador de
enlazamiento, de tal forma que da como resultado una molécula biespecifica.

De acuerdo con lo anterior, la presente divulgacién incluye moléculas biespecificas que comprenden al menos una
primera especificidad de enlazamiento a la esclerostina y una segunda especificidad de enlazamiento para un
segundo epitopo objetivo. Por ejemplo, el segundo epitopo objetivo es otro epitopo de esclerostina diferente del
primer epitopo objetivo. Otro ejemplo es una molécula biespecifica que comprende al menos una primera
especificidad de enlazamiento para esclerostina y una segunda especificidad de enlazamiento para un epitopo
dentro del Dkk-1. Otro ejemplo es una molécula biespecifica que comprende al menos una primera especificidad de
enlazamiento para esclerostina y una segunda especificidad de enlazamiento para un epitopo dentro de LRP4.

Adicionalmente, para la divulgacion en la cual la molécula biespecifica es multiespecifica, la molécula puede incluir
adicionalmente una tercera especificidad de enlazamiento, ademas del primero y segundo epitopo objetivos.

En una realizacién, las moléculas biespecificas comprenden como especificidad de enlazamiento al menos un
anticuerpo, o un fragmento de anticuerpo del mismo, que incluye, por ejemplo, un Fab, Fab’, F(ab’),, Fv 0 una
cadena Fv sencilla. El anticuerpo también puede ser un dimero de cadena ligera o cadena pesada, o un fragmento
minimo de las mismas tal como un Fv o un constructo de cadena sencilla tal como se describe en Ladner et al.
Patente de los Estados Unidos No. 4,946,778.

Otros anticuerpos que pueden ser empleados en tales moléculas biespecificas son anticuerpos murinicos,
quiméricos y humanizados monoclonales.

Las moléculas biespecificas pueden ser preparadas conjugando las especificidades de enlazamiento
constituyentes, utilizando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, cada especificidad de enlazamiento de la
molécula biespecifica puede ser generada separadamente y luego conjugada al otro. Cuando las especificidades de
enlazamiento son proteinas o péptidos, puede utilizarse una variedad de agentes de acoplamiento o
entrecruzamiento para conjugacion covalente. Ejemplos de agentes de entrecruzamiento incluyen proteina A,
carbodiimida, N-succinimidil-S-acetil-tioacetato (SATA), 5,5 -ditiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB), o-
fenilendimaleimida (oPDM), N-succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)propionate (SPDP) y sulfosuccinimidyl 4-(N-
maleimidomethyl) cyclohaxane-I-carboxylate (sulfo-SMCC) (véase, por ejemplo, Karpovsky et al., 1984 J. Exp. Med.
160:1686; Liu, MA et al., 1985 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 8648). Otros métodos incluyen los descritos en Paulus,
1985 Behring Ins, Mitt. No. 78,118-132; Brennan et al., 1985 Science 229:81-83, and Glennie et al.,, 1987 J.
Immunol. 139: 2367-2375. Agentes de conjugacion son SATA y sulfo-SMCC, ambos disponibles de Pierce Chemical
Co. (Rockford, IL).

Cuando las especificidades de enlazamiento son anticuerpos, pueden ser conjugados por puentes de sulfhidrilo de
las regiones bisagra del terminal C de las dos cadenas pesadas. En una realizacion particular, la region bisagra es
modificada para contener un nimero impar de residuos sulfhidrilo, por ejemplo uno, antes de la conjugacion.

Alternativamente, ambas especificidades de enlazamiento pueden ser codificadas en el mismo sector y expresadas
y ensambladas en la misma célula anfitriona. Este método es particularmente Gtil cuando la molécula biespecifica es
mADb, x mAb, mAb x Fab, Fab x F(ab’), o la proteina de fusién ligando x Fab. Una molécula biespecifica puede ser
una molécula de cadena sencilla que comprende un anticuerpo de cadena sencilla y un determinante de
enlazamiento, o una molécula biespecifica de cadena sencilla que comprende dos determinantes de enlazamiento.
Las moléculas biespecificas pueden comprender al menos dos moléculas de cadena sencilla. Los métodos para
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preparar moléculas biespecificas se describen por ejemplo en la Patente de los Estados Unidos No. 5,260,203; la
Patente de los Estados Unidos 5,455,030; Patente de los Estados Unidos No. 4,881,175; Patente de los Estados
Unidos No. 5,132,405; Patente de los Estados Unidos No. 5,091,513; Patente de los Estados Unidos No. 5,476,786;
Patente de los Estados Unidos No. 5,013,653; Patente de los Estados Unidos No. 5,258,498; y Patente de los
Estados Unidos No. 5,013,653; Patente de los Estados Unidos No. 5,258,498; y Patente de los Estados Unidos No.
5,482,858.

El enlazamiento de las moléculas biespecificas a sus objetivos especificos puede ser confirmado, por ejemplo,
mediante el ensayo de inmunosorbente enlazado a enzima (ELISA), radioinmunoensayo (REA), andlisis por FACS,
bioensayo (por ejemplo inhibicién de crecimiento), o el ensayo de inmunoprecipitaciéon Western Blot. Cada uno de
estos ensayos detecta en general la presencia de complejos proteinas-anticuerpo de interés particular empleando un
reactivo marcado (por ejemplo un anticuerpo) especifico para el complejo de interés.

Anticuerpos multivalentes

En otro aspecto, la presente divulgacion provee compuestos multivalentes comprenden al menos dos porciones de
enlazamiento a antigeno idénticas o diferentes de los anticuerpos de la invencién en que enlazan a la esclerostina.
Preferiblemente, dada la naturaleza trimérica de la esclerostina, tales compuestos proveen al menos tres o cuatro
porciones de enlazamiento al antigeno del anticuerpo. Las porciones de enlazamiento al antigeno pueden ser
enlazadas entre si a través de fusién con proteina o un enlace covalente o no covalente. Alternativamente, se han
descrito métodos de enlazamiento para moléculas biespecificas. Los compuestos tetravalentes pueden ser
obtenidos por ejemplo entrecruzamiento de anticuerpos de los anticuerpos de la invencién con un anticuerpo que se
enlace a las regiones constantes de los anticuerpos de la invencién, por ejemplo el Fc o la regién bisagra.

Los dominios de trimerizacion estan descritos por ejemplo, en la Patente Borean EP 1 012 280B1. Los mdédulos
pentamerizantes estan descritos por ejemplo en PCT/EP97/05697 (W(098/18943).

Composiciones farmacéuticas

En otro aspecto, la presente invencion provee una composicion, por ejemplo, una composiciéon farmacéutica, que
contiene uno o una combinacién de anticuerpos monoclonales, o regiones de enlazamiento a antigeno de los
mismos, de la presente invencion, formulado junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Tales
composiciones pueden incluir uno o una combinacion de (por ejemplo, dos o mas diferentes) anticuerpos, o
inmunoconjugados o moléculas biespecificas de la invenciéon. Por ejemplo, una composicion farmacéutica de la
invencion puede comprender una combinacion de anticuerpos que enlazan a diferentes epitopos en el antigeno
objetivo o que tienen actividades complementarias.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién también pueden ser administradas en una terapia de combinacion,
por ejemplo, combinadas con otros agentes. Por ejemplo, la terapia de combinacion puede incluir un anticuerpo
antiesclerostina de la presente invencion combinado con al menos otro agente antiinflamatorio o antiosterporético.
Ejemplos de agentes terapéuticos que pueden ser usados en terapia de combinacion se describe en mayor detalle
mas adelante en la seccién de usos de los anticuerpos de la invencion. Las composiciones se formulan
preferiblemente a pH fisiolégico.

Tal como se utiliza aqui, “vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye cualquiera y todos los solventes, medios de
dispersién, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes de retardamiento isoténicos y de
absorcion, y similares que son fisiologicamente compatibles. El vehiculo deberia ser adecuado para administracion
intravenosa, intramuscular, subcutanea, parenteral, espinal o epidérmica (por ejemplo, por inyeccion o infusion).
Dependiendo de la ruta de administracién, el compuesto activo, esto es, anticuerpo, inmunoconjugado o molécula
biespecifica puede ser recubierto con un material para proteger el compuesto de la accion de acidos y otras
condiciones naturales que puedan inactivar el compuesto.

Los compuestos farmacéuticos de la invencion pueden incluir una o mas sales farmacéuticamente aceptables. Una
“sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a una sal que retiene la actividad biolégica deseada del compuesto
original y no imparte ningln efecto toxicoldgico indeseado (véase por ejemplo Berge, S.M., et al., 1977 J. Pharm.
Sci. 66: 1-19). Ejemplos de tales sales incluyen sales de adiciéon acida y sales de adicion basica. Las sales de
adicion acida incluyen aquellas derivadas de acidos inorganicos no téxicos, tales como clorhidrico, nitrico, fosférico,
sulfdrico, bromhidrico, yodihidrico, fosforoso y similares, asi como de acidos organicos no toxicos tales como acidos
alifaticos mono y dicarboxilicos, acidos alcanoicos sustituidos con fenilo, acidos hidroxi alcanoicos, acidos
aromaticos, acidos alifaticos y aromaticos sulfénicos, y similares. Las sales de adicion basica incluyen las derivadas
de metales alcalinotérreos, tales como sodio, potasio, magnesio, calcio y similares, asi como de aminas organicas
no téxicas, tales como N,N’-dibenciletiiendiamina, N-metilglucamina, cloroprocaina, colina, dietalonamina,
etilendiamina y procaina.

Una composicién farmacéutica de la invencion puede incluir un antioxidante farmacéuticamente aceptable. Ejemplos
de antioxidantes farmacéuticamente aceptables incluyen: antioxidantes solubles en agua, tales como &cido
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ascorbico, clorhidrato de cisteina, bisulfato de sodio, metabisulfito de sodio, sulfito de sodio y similares; antioxidantes
solubles en aceite, tales como palmitato de ascérbilo, hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT),
lecitina, galato de propilo, alfa tocoferol y similares; y agentes quelantes de metales, tales como acido citrico, acido
etilendiamino tetraacético (EDTA), sorbitol, acido tartarico y acido fosférico.

Ejemplos de vehiculos acuosos y no acuosos adecuados que pueden ser empleados en las composiciones
farmacéuticas de la invencién incluyen agua, etanol, polioles (tales como glicerol, propilen glicol, polietilen glicol y
similares), y mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales, tales como aceite de oliva, y ésteres organicos
inyectables, tales como oleato de etilo. Puede mantenerse una fluidez apropiada, por ejemplo, mediante el uso de
materiales de recubrimiento, tales como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en
caso de dispersiones, y mediante el uso de surfactantes.

Estas composiciones también pueden contener adyuvantes, y preservativos, agentes humectantes, agentes
emulsificantes y agentes dispersantes. La prevencion de la presencia de microorganismos puede ser asegurada
bien sea por procedimientos de esterilizacion, supra, y mediante la inclusién de diversos agentes antibacterianos y
antifingicos, por ejemplo parabeno, clorobutanol, acido fenol sérbico. También puede ser deseable incluir agentes
isoténicos, tales como azlcares, cloruro de sodio, y similares en las composiciones. Ademas, la absorcion
prolongada de la forma farmacéuticamente inyectable puede llevarse a cabo mediante la inclusién de agentes que
retarden la absorcion, tales como, monoestearato de aluminio y gelatina.

Vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles y polvos estériles
para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. El uso de tales medios y
agentes para sustancias farmacéuticamente activas es conocido en la técnica. Excepto en el caso de cualquier
medio o agente convencional sea incompatible con el compuesto activo, se contempla el uso de los mismos en las
composiciones farmacéuticas de la invencién. También pueden incorporarse compuestos activos complementarios
en las composiciones.

Las composiciones terapéuticas tipicamente deben ser estériles y estables bajo las condiciones de manufactura y
almacenamiento. La composicion puede ser formulada como una solucidon, microemulsion, liposoma u otra
estructura organizada adecuada para concentraciones altas del farmaco. El vehiculo puede ser un solvente o medio
de dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilen glicol y polietilen glicol
liquido), y mezclas de los mismos. La fluidez apropiada puede ser mantenida, por ejemplo, mediante el uso de un
recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de una
dispersién y mediante el uso de surfactantes. En muchos casos, se pueden incluir agentes isoténicos, por ejemplo,
azUcares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol, o cloruro de sodio en la composicién. La absorcion prolongada
de las composiciones inyectables puede ser llevada a cabo incluyendo en la composicion un agente que retarda la
absorcién por ejemplo, sales de monoestearato y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles pueden ser preparadas incorporando el compuesto activo en la cantidad
requerida en un solvente apropiado con uno o una combinacién de ingredientes numerados anteriormente, segin se
requiera, seguida por esterilizacion por microfiltracion. En general, las dispersiones se preparan incorporando el
compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion basico y los otros ingredientes
requeridos a partir de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de
soluciones inyectables estériles, los métodos de preparacion son secado al vacio y secado por congelacion
(liofilizacién) que producen un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado a partir de
una solucién previamente filtrada estéril del mismo.

La cantidad de ingrediente activo que puede ser combinada con un material de vehiculo para producir una forma de
dosificacién individual variara dependiendo del sujeto que esta siendo tratado, y del modo particular de
administracion. La cantidad de ingrediente activo que puede ser combinada con un material portador para producir
una forma de dosificacion individual generalmente serd aquella cantidad de la composicién que produce un efecto
terapéutico. En general, a parte de un cien por ciento, esta cantidad variard desde 0.01 por ciento aproximadamente
hasta aproximadamente noventa y nueve por ciento de ingrediente activo, desde aproximadamente 0.1 por ciento
hasta aproximadamente 70 por ciento, o desde aproximadamente 1 por ciento hasta aproximadamente 30 por ciento
del ingrediente activo en combinacion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Los regimenes de dosificacion se ajustan para proveer la respuesta deseada 6ptima (por ejemplo, una respuesta
terapéutica). Por ejemplo, puede administrase un bolo individual, varias dosis divididas pueden ser administradas
con el tiempo o la dosis puede ser proporcionalmente reducida o incrementada segun lo indiquen las exigencias de
la situacion terapéutica. Esencialmente es ventajoso formular composiciones parenterales en una forma de unidad
de dosificacién para facilidad de administracién y uniformidad de dosificacién. La forma de unidad de dosificacién tal
como se utiliza aqui se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para los
sujetos que van a ser tratados; cada unidad contiene una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada
para producir el efecto terapéutico deseado en asociacion con el vehiculo farmacéutico requerido. La especificacion
de las formas unitarias de dosificacion de la invenciéon son dictadas por y directamente en dependencia de las
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caracteristicas Unicas del compuesto activo y el efecto terapéutico particular que se va a alcanzar, y las limitaciones
inherentes en el arte de la composicion tales como un compuesto activo para el tratamiento de sensibilidad en
individuos.

Para la administraciéon del anticuerpo, la dosificacién varia desde aproximadamente 0.0001 a 100 mg/kg, y mas
usualmente de 0.01 a 5 mg/kg, de peso corporal del anfitrién. Por ejemplo las dosificaciones pueden ser 0.3 mg/kg
de peso corporal, 1 mg/kg de peso corporal, 3 mg/kg de peso corporal, 5 mg/kg de peso corporal o 10 mg/kg de
peso corporal o dentro del rango de 1 — 10 mg/kg. Un régimen de tratamiento de ejemplo comprende la
administracion una vez por semana, una vez cada dos semanas, una vez cada tres semanas, una vez cada cuatro
semanas, una vez al mes, una vez cada 3 meses o0 una vez de cada tres a 6 meses. Los regimenes de dosificacion
para un anticuerpo antiesclerostina de la invencién incluyen 1 mg/kg de peso corporal o0 3 mg/kg de peso corporal
por administracion intravenosa siendo dado el anticuerpo utilizando uno de las siguientes programaciones de
dosificacién: cada cuatro semanas para seis dosis, luego cada tres meses; cada tres semanas; 3 mg/kg de peso
corporal seguido una vez por 1 mg/kg de peso corporal cada tres semanas.

En algunos métodos, dos o mas anticuerpos monoclonales con diferentes especificidades de enlazamiento se
administran simultanea o secuencialmente, en cuyo caso la dosificacion de cada anticuerpo administrado cabe
dentro de los rangos indicados. El anticuerpo se administra usualmente en ocasiones multiples. Los intervalos entre
las dosificaciones individuales pueden ser, por ejemplo, semanales, mensuales, cada tres meses o anuales. Los
intervalos pueden ser irregulares segun lo indiquen los niveles de medicién en sangre de anticuerpo con respecto al
antigeno objetivo en el paciente. En algunos métodos, la dosificacion se ajusta para alcanzar una concentracion de
anticuerpo en plaza de aproximadamente 1-1000 pug/ml y algunos métodos de aproximadamente 25-300 pg/ml.

Alternativamente, el anticuerpo puede ser administrado como una formulacion de liberacién sostenida, en cuyo caso
se requiere una administracion menos frecuente. La dosificacion y frecuencia varia dependiendo de la vida media
del anticuerpo en el paciente. En general, los anticuerpos humanos muestran la vida media mas larga, seguida por
anticuerpos humanizados, anticuerpos quiméricos, y anticuerpos no humanos. La dosificacion y frecuencia de la
administracidon pueden variar si el tratamiento es profilactico o terapéutico. En aplicaciones profilacticas, se
administra una dosificacion relativamente baja a intervalos relativamente no frecuentes sobre un largo periodo de
tiempo. Algunos pacientes continGan recibiendo tratamiento durante el resto de sus vidas. En aplicaciones
terapéuticas, una dosificacion relativamente alta a intervalos relativamente cortos se requiere algunas veces hasta
gue la progresion de la enfermedad se reduzca o termine o hasta que el paciente muestre una mejora parcial o
completa de los sintomas de la enfermedad. Después de esto, el paciente puede recibir la administraciéon de un
régimen profilactico.

Los niveles de dosificacion reales de los ingredientes activos en las composiciones farmacéuticas de la presente
invencion pueden variarse de tal manera que se obtenga una cantidad del ingrediente activo que sea efectiva para
alcanzar la respuesta terapéutica deseada para un paciente, composicion y modo de administraciéon en particular,
sin ser toxico para el paciente. El nivel de dosificacion seleccionado dependera de una variedad de factores
farmacocinéticos incluyendo la actividad de las composiciones particulares de la presente invencion empleadas, o
del éster, sal o amida del mismo, la ruta de administracién, el tiempo de administracion, la rata de expresion del
compuesto en particular que esta siendo empleado, la duracién del tratamiento, otros farmacos, compuestos y/o
materiales usados en combinacion con las composiciones particulares empleadas, la edad, sexo, peso, condicion,
salud general e historia médica previa del paciente que esta siendo tratado y factores similares bien conocidos en
las técnicas médicas.

Una “dosificacion terapéuticamente efectiva” de un anticuerpo antiesclerostina de la invencion puede dar como
resultado un descenso en la severidad de los sintomas de la enfermedad, un incremento en la frecuencia y duracion
de los periodos libres de los sintomas de la enfermedad, o una prevencion de la incapacidad o discapacidad debida
a la afliccion de la enfermedad.

Una composicién de la presente invencion puede ser administrada por una o mas rutas de administracion utilizando
uno o mas de una variedad de métodos conocidos en la técnica. Como sera evidente para el experimentado en la
técnica, la ruta y/o modo de administracién variard dependiendo de los resultados deseados. Las rutas de
administracion de los anticuerpos de la invencién incluyen administracién intravenosa, intramuscular, intradérmica,
intraperitoneal, subcutanea, espinal u otras rutas parenterales de administracion, por ejemplo por inyeccién o
infusién. La expresiéon “administracién parenteral” tal como se utiliza aqui significa modos de administracion
diferentes a administracion entérica y tépica, usualmente por inyeccion incluye, sin limitacion, inyeccién e infusion
intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica,
intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoide, intraespinal,
epidural e intrastemal.

Alternativamente, un anticuerpo de la invencién puede ser administrado mediante una ruta no parenteral, tal como
una ruta de administracién topica, epidérmica o0 mucosa, por ejemplo, intranasal, oral, vaginal, rectal, sublingual o
topica.
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Los compuestos activos pueden ser preparados con vehiculos que protegen el compuesto contra la liberacion
rapida, tales como una formulacion de liberacién controlada, incluyendo implantes, parches transdérmicos y
sistemas de administracion microencapsulados. Pueden usarse polimeros biocompatibles, biodegradables, tales
como etilen vinil acetato, polianhidridos, acido poliglicolico, colageno, poliortoésteres y acido polilactico. Muchos
métodos para la preparacion de tales formulaciones estan patentados o son conocidos en general para los
experimentados en la técnica véase, por ejemplo, Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R.
Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978.

Las composiciones farmacéuticas pueden ser administradas con dispositivos médicos conocidos en la técnica. Por
ejemplo, en una realizacién, una composicion de la invencion puede ser administrada con un dispositivo de
inyeccion hipodérmico sin agujas, tales como los dispositivos mostrados en las Patentes de los Estados Unidos Nos.
5,399,163; 5,383,851; 5,312,335; 5,064,413; 4,941,880; 4,790,824 o 4,596,556. Ejemplos de implante y médulos
bien conocidos utiles en la presente invencién incluyen: la Patente de los Estados Unidos No. 4,487,603, la cual
muestra una bomba de microinfusién implantable para dispensar mediacién a una rata controlada; la Patente de los
Estados Unidos No. 4,486,194, la cual muestra un dispositivo terapéutico para administrar medicamentos a través
de la piel. La Patente de los Estados Unidos No. 4,447,233, la cual muestra una bomba de infusién de medicacién
para administrar medicacion a una rata de infusion precisa; la Patente de los Estados Unidos No. 4,447,224, la cual
muestra un aparato de infusién implantable de flujo variable para administraciéon continua de farmaco; la Patente de
los Estados unidos No. 4,439,196, la cual muestra un sistema de administracién de farmacos osmaético que tiene
compartimientos de camaras mdltiples; y la Patente de los Estados Unidos No. 4,475,196, la cual muestra un
sistema de administracion osmético de farmacos. Muchos otros tales implantes, sistemas de administracion y
modulos son conocidos para los experimentados en la técnica.

En ciertas realizaciones, los anticuerpos monoclonales humanos de la invencion pueden ser formulados para
asegurar una distribucion apropiada in vivo. Por ejemplo, la barrera sangre-cerebro (BBB) excluye muchos
compuestos altamente hidrofilicos. Para asegurar que los compuestos terapéuticos de la invencion cruzan la BBB (si
se desea), pueden formularse, por ejemplo, en liposomas. Para métodos de manufactura de liposomas, véase, por
ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos 4,522,811, 5.374,548; y 5,399,331. Los liposomas pueden comprender
una o mas unidades estructurales que se transportan selectivamente hacia dentro de células u 6rganos especificos,
potenciando asi la administracion programada de farmacos (véase, por ejemplo, V.V. Ranade, 1989 J. Cline
Pharmacol. 29:685). Unidades estructurales objetivo de ejemplo incluyen folato o biotina (véase, por ejemplo, la
Patente de los Estados Unidos 5,416,016 de Low et al.); manésidos (Umezawa et al., 1988 Biochem. Biophys. Res.
Commun. 153:1038); anticuerpos (P.G. Bloeman et al., 1995 FEBS Lett. 357:140; M. Owais et al., 1995 Antimicrob.
Agents Chernother. 39:180); receptor surfactante de proteina A (Briscoe et al., 1995 Am. J. Physiol.1233:134); p120
(Schreier et al., 1994 J. Biol. Chem. 269:9090); véase también K. Keinanen; M.L. Laukkanen, 1994 FEBSLett.
346:123; J.J. Killion; 1.J. Fidler, 1994 Immunomethods 4:273.

Usos y métodos de la invencion

Los anticuerpos de la presente invencion tienen utilidades en el diagnoéstico y terapia in vitro e in vivo. Por ejemplo,
estas moléculas pueden ser administradas a células en cultivo, por ejemplo, in vitro o in vivo, o en un sujeto, por
ejemplo, in vivo para tratar, prevenir o diagnosticar una variedad de trastornos. El término “sujeto” tal como se utiliza
aqui pretende incluir animales humanos y no humanos. Animales no humanos incluyen todos los vertebrados, por
ejemplo, mamiferos y no mamiferos, tales como primates no humanos, ovejas, perros, gatos, vacas, caballos, pollos,
anfibios y reptiles.

Los métodos son particularmente adecuados para tratar, prevenir o diagnosticar trastornos relacionados con la
esclerostina y/o trastornos aberrantes de la densidad mineral 6sea, por ejemplo, osteoporosis.

La invencion también provee métodos para incrementar el contenido mineral y/o densidad mineral del hueso. Las
composiciones de la presente invencién también pueden ser Utiles para mejorar los resultados en los procedimientos
ortopédicos, procedimientos dentales, cirugias de implante, reemplazo de articulaciones, injerto 6seo, cirugia
cosmeética de huesos y reparacién de huesos tal como curacion de fracturas, curacién sin union, curacién de uniones
retardadas y reconstruccion facial. Una o mas composiciones pueden ser administradas antes, durante y/o después
del procedimiento, reemplazo, injerto, cirugia o reparacion.

Tal como se utiliza aqui, un “trastorno relacionado con la esclerostina” incluye trastornos en los cuales la densidad
mineral ésea (BMD) es anormal y/o patoldgicamente baja con respecto a sujetos saludables. Los trastornos
caracterizados por BMD baja y/o fragilidad 6sea incluyen pero no se limitan a osteoporosis primaria y secundaria,
osteopenia, osteomalacia, osteogénesis imperfecta (Ol), necrosis avascular (osteonecrosis), fracturas y curaciéon de
implantes (implantes dentales e implantes de cadera), pérdida de hueso debido a otros trastornos (por ejemplo
asociados con infeccién por VIH, canceres y artritis). Otros “trastornos relacionados con la esclerostina” incluyen
pero no se limitan a artritis reumatoide, osteoartritis, artritis y la formacién y/o presencia de lesiones osteoliticas.
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Tal como se utiliza aqui “un trastorno relacionado con esclerostina” incluye condiciones asociadas con o
caracterizadas por niveles aberrantes de esclerostina. Estos incluyen canceres y condiciones osteoporoticas (por
ejemplo, osteoporosis u osteopenia), algunos de los cuales se superponen con “trastornos relacionados con la
esclerostina” tal como se define aqui. Los canceres relacionados con la esclerostina pueden incluir mieloma (por
ejemplo, mieloma mdltiple con lesiones osteoliticas), cancer de seno, cancer de colon, melanoma, cancer
hepatocelular, cancer epitelial, cAncer esofagico, cancer de cerebro, cancer de pulmén, cancer de prostata o cancer
pancreatico, asi como muchas metéastasis de los mismos.

Un “trastorno relacionado con la esclerostina” también puede incluir condiciones renales y cardiovasculares, debidas
al menos a la expresion de la esclerostina en el rifién y en la cardiovasculatura. Dichos trastornos incluyen pero no
se limitan a trastornos renales tales como enfermedades glomerulares (por ejemplo, glomerulonefritis aguda y
cronica, glomerulonefritis rapidamente progresiva, sindrome nefrético, glomerulonefritis focal proliferativa, lesiones
glomerulares asociadas con enfermedad sistémica, tales como lupus eritematoso sistémico, sindrome de
Goodpasture, mieloma mudltiple, diabetes, enfermedad policistica del rifién, neoplasia, enfermedad de células
falciformes, y enfermedades inflamatorias cronicas), enfermedades tubulares (por ejemplo, necrosis tubular aguda y
fallo renal agudo, enfermedad renal policistica, riidn medularmente esponjoso, enfermedad cistica medular,
diabetes nefrogénica, y acidosis tubular renal), enfermedades tubulointersticiales (por ejemplo, pielonefritis, nefritis
tubulointersticial inducida por farmacos y toxinas, nefropatia hipercalcémica, y nefropatia hipocalemica) fallo renal
agudo y rapidamente progresivo, fallo renal crénico, nefrolitiasis, gota, enfermedades vasculares (por ejemplo,
hipertensién y nefroesclerosis, anemia hemolitica microangiopatica, enfermedad renal ateroembdlica, necrosis
cortical difusa e infartos renales), o tumores (por ejemplo, carcinoma de células renales y nefroblastomas).

Dichos trastornos incluyen también pero no se limitan a trastornos cardiovasculares tales como enfermedad cardiaca
isquémica (por ejemplo angina pectoris, infarto del miocardio, y enfermedad cardiaca isquémica crénica),
enfermedad cardiaca por hipertension, enfermedad cardiopulmonar, enfermedad cardiovalvular (por ejemplo, fiebre
reumatica y enfermedad de corazén reumatico, endocarditis, prolapso de la valvula mitral y estenosis de la valvula
aortica), enfermedades cardiacas congénitas (por ejemplo, lesiones valvulares y vasculares obstructivas, defecto de
los septums atriales o ventriculares, y ductus arteriosus patentes), o enfermedad del miocardio (por ejemplo
miocarditis, cardiomiopatia congestiva, y cardiomiopatia hipertréfica).

Cuando los anticuerpos para la esclerostina se administran junto con otro agente, los dos pueden ser administrados
en cualquier orden (esto es secuencialmente) o simultdneamente.

De acuerdo con una realizacién adicional de la invencion, los anticuerpos de la invencién pueden ser empleados
como adjuntos o adyuvantes para otra terapia, por ejemplo, una terapia que utilice un inhibidor de resorcién 6sea,
por ejemplo una terapia para osteoporosis, en particular una terapia que emplee calcio, una calcitonona o un
anadlogo o un derivado de la misma, por ejemplo, calcitonina de salmén, anguila o humana, calciliticos,
calcimiméticos (por ejemplo cinacalcet), una hormona esteroide, por ejemplo un estrégeno, un agonista de
estrogeno parcial o una combinacion estrégeno-gestageno, un SERM (modulador del receptor de estrogenos
selectivo), por ejemplo raloxifeno, lasofoxifeno, bazedoxifeno, arzoxifeno, FC1271, Tibolona (Livial®), un SARM
(modulador del receptor selectivo de andrégeno), un anticuerpo RANKL (tal como denosumab), un inhibidor de la
catepsina K, vitamina D o un analogo del mismo o PTH, un fragmento de PTH o un derivado de PTH, por ejemplo
PTH (1-84) (tal como Preys™), PTH (1-34) (tal como Fortes™), PTH (1-36), PTH (1-38), PTH (1-31)NH2 o PTS 893.
De acuerdo con otra realizacién, los anticuerpos de la invencion pueden ser empleados en combinacién con otras
metodologias de terapia de osteoporosis actuales, incluyendo bisfosfonatos (por ejemplo, Fosamax™ (alendronato),
Actonel™ (risedronato sodio), Bonviva™ (acido ibandrénico), Zometa™ (acido zoledrénico), Aclasta™/Reclast™
(acido zoledronico), olpadronato, neridronato, skelid, bonefos), estatinas, esteroides anabdlicos, sales de lantano y
estroncio, y fluoruro de sodio.

En una realizacion especifica, los anticuerpos de la invencion pueden ser administrados en combinacién con un
agente modulador de LRP4, esto es, un agente que modula la expresion o la actividad del LRP4, por ejemplo, un
anticuerpo neutralizante de LRP4.

En otra realizacion especifica, los anticuerpos de la invenciéon pueden ser administrados en combinacién con un
agente modulador de DKK1, esto es como un agente que interfiere o neutraliza el antagonismo mediado por Dkk1
de la sefializacion de Wnt, por ejemplo, un anticuerpo neutralizador de DKK1.

Asi, la invencion también provee el uso de un anticuerpo o proteina funcional de la invencion y (i) acido zoledrénico,
(ii) un anticuerpo anti DKK1, (iii) alendronato, (iv) un anticuerpo anti-LRP4, (v) hPTH y/o (vi) agentes liberadores de
hormona paratiroides (calciliticos), y la manufactura de un medicamento para el tratamiento de un trastorno
patolégico que es mediado por la esclerostina o que esta asociado con un nivel incrementado de esclerostina.

En otra realizacion, la invencién provee el uso de un anticuerpo o proteina funcional de la invencién y la manufactura

de un medicamento para el tratamiento de un trastorno patolégico que es mediado por esclerostina 0 que esta
asociado con un nivel incrementado de esclerostina, en donde el medicamento se utiliza en conjuncién con (i) acido
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zoledronico, (ii) un anticuerpo anti-DKK1, (iii) alendronato, (iv) un anticuerpo anti-LRP4, (v) hPTH y/o (vi) agentes de
liberacion de la hormona paratiroides (calciliticos).

En otra realizacion, la invencion provee el uso de (i) acido zoledrénico, (ii) un anticuerpo anti DKK1, (iii) alendronato,
(iv) un anticuerpo anti-LRP4, (v) hPTH y/o (vi) agentes de liberacion de la hormona paratiroide (calciliticos) en la
manufactura de un medicamento para el tratamiento de un trastorno patoldgico que es mediado por la esclerostina o
gue esta asociado con un nivel incrementado de esclerostina, en donde el medicamento se utiliza en conjuncion con
un anticuerpo o proteina funcional de la invencion.

En otra realizacion, la invencién provee el uso de un anticuerpo o proteina funcional de la invencién y la manufactura
de un medicamento para el tratamiento de un trastorno patolégico que es mediado por la esclerostina o que esta
asociado con un nivel incrementado de esclerostina, en donde el paciente ha sido preadministrado con (i) acido
zoledronico, (ii) un anticuerpo anti DKK1, (iii) alendronato, (iv) un anticuerpo anti-LRP4, (v) hPTH y/o (vi) agentes de
liberacién de la hormona paratiroides (calciliticos).

En otra realizacion, la invencion provee el uso de (i) acido zoledrénico, (ii) un anticuerpo anti DKK1, (iii) alendronato,
(iv) un anticuerpo anti-LRP4, (v) hPTH y/o (vi) agentes de liberacién de hormona paratiroides (calciliticos), y la
manufactura de un medicamento para el tratamiento de un trastorno patolégico que es mediado por la esclerostina o
que esta asociado con un nivel incrementado de esclerostina, en donde el paciente ha sido preadministrado con un
anticuerpo, o proteina funcional de la invencion.

En una realizacion de las combinaciones citadas anteriormente, el hPTH es hPTH (1-34).

En una realizacion, los anticuerpos de la invencién pueden ser utilizados para detectar niveles de esclerostina, o
niveles de células que contienen esclerostina. Esto puede lograrse, por ejemplo, poniendo en contacto una muestra
(tal como una muestra in vitro) y una muestra de control con el anticuerpo antiesclerostina bajo condiciones que
permitan la formacién de un complejo entre el anticuerpo y la esclerostina. Cualquier complejo formado entre el
anticuerpo y la esclerostina se detecta y compara en la muestra y en el control. Por ejemplo, los métodos de
deteccién estandar, bien conocidos en la técnica, tales como ELISA y andlisis citométrico de flujo pueden ser
ejecutados utilizando las composiciones de la invencion.

De acuerdo con lo anterior, en un aspecto, la invencién provee adicionalmente métodos para detectar la presencia
de esclerostina (por ejemplo, antigeno de esclerostina humana) en una muestra, o medir la cantidad de esclerostina,
comprendiendo poner en contacto la muestra, y una muestra de control, con un anticuerpo de la invencién o una
region de enlazamiento al antigeno del mismo, el cual especificamente se enlaza a la esclerostina, bajo condiciones
gue permitan la formacion de un complejo entre el anticuerpo o porcién del mismo y esclerostina. La formacion de un
complejo se detecta entonces, en donde una diferencia en la formacién de complejo entre la muestra comparada
con la muestra de control es indicativa de la presencia de esclerostina en la muestra.

También dentro del alcance de la invencion estan los kits que consisten de las composiciones (por ejemplo,
anticuerpos, anticuerpos humanos y moléculas biespecificas) de la invencién e instrucciones para el uso. El kit
puede contener adicionalmente al menos un reactivo adicional, 0 uno 0 mas anticuerpos adicionales de la invencion
(por ejemplo, un anticuerpo que tiene una actividad complementaria el cual se enlaza a un epitopo sobre el antigeno
objetivo distinto del primer anticuerpo). Por ejemplo, tales kits pueden comprender un anticuerpo o proteina funcional
de la invencion y uno o mas de (i) acido zoledrénico, (ii) un anticuerpo anti DKKZ1, (iii) alendronato, (iv) un anticuerpo
anti-LRP4, (v) hPTH y (vi) agentes de liberacion de hormona paratiroides (calciliticos). Los kits incluyen tipicamente
una etiqueta que indica el uso pretendido de los contenidos del kit. El término etiqueta incluye cualquier escrito, o
material registrado suministrado sobre o con el kit, 0 que de alguna otra manera acompafie al kit.

La invencion que ha sido descrita completamente, es ilustrada adicionalmente por los siguientes ejemplos y
reivindicaciones, los cuales son ilustrativos y no implican ser limitantes adicionalmente. Los experimentados en la
técnica reconoceran o seran capaces de establecer usando no mas alla de experimentacién de rutina, equivalentes
numerosos a los procedimientos especificos descritos aqui. Tales equivalentes estan dentro del alcance de la
presente invencién y reivindicaciones.

Ejemplos:

Ensayos funcionales

Ensayos de fosfatasa alcalina (ALP)

Células

Las células MC3T3 1 b son un clon de las células MC3T3-JP que expresan OSE2-luc. Este clon fue obtenido

después de transfeccion estable de MC3T3-JP (osteoblasto de raton MC3T3-E1, clon en Japén, Jp; un obsequio
amable del Dr. T. Kokkubo, Novartis, Japon) utilizando 8x-OSE2wt-mOG2luc en pcDNA3.1+.
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Medio de cultivo

Las células MC3T3-1b fueron cultivadas de manera rutinaria en un medio esencial minimo alfa (MEM; Invitrogen,
Cat#22561-021) complementado con suero de ternera fetal al 10% (FCS; Amimed Cat#2-01F100-I), L-glutamina 2
mM (Gibco Cat#25030-024), 50 IU de penicilina/50 pg/ml de estreptomicina (Amimed Cat#4-01F00-H) y Hepes 10
mM (Gibco Cat#15630-056) y 0.75 mg/ml de G418 (Gibco Cat#10131-027) (medio de cultivo de mantenimiento).

Soluciones de reserva

Acido ascorbico 10 mM (Wako Pure Chemical Cat#013-12061) en DMEM-LG, BMP-2 14 nM (R&D Cat#355-BM-010)
en acido acético 5 mM y albumina de suero bovino al 0.1% (BSA, Sigma Cat#A-8806); B-glicerofosfato 1 M (Sigma
Cat#G9891) en solucién Tyrode; solucidon Tyrode: 9.72g de sal de Tyrode (Sigma Cat#T2145) y 1g de NaHCO3 en
1L de H>O, regulador de sustrato ALP: glicina 25 mM y MgCL2 0.5 mM, pH 10.5; solucién de sustrato ALP: 5mg de
p-nitrofenil fosfato (sustrato Sigma 104, Sigma Cat#50942-200TAB) en 3.75ml de regulador de sustrato ALP, pH
10.5; p-nitrofenol 1 mM (Sigma Cat#104-1) en solucién de sustrato ALP.

Ensayo

Para los ensayos ALP, las células MC3T3 1b fueron cultivadas en medio de cultivo de ensayo (correspondiente al
medio de cultivo de mantenimiento en ausencia de G418). Las MC3T3 1 b fueron sembradas en 200 pl 3x10*
células/ml si la induccién comenz6 72 horas después o 2x10* células/ml si la induccién comenzé 96 horas después.
Las placas fueron incubadas durante 72 horas o 96 horas a 37°C y 5% de CO,, antes de que se iniciara la induccion
utilizando medio completo (complementando el medio de cultivo con b-glicerofosfato 10 mM (bGP) y acido ascoérbico
50 uM (AA)). Los anticuerpos por probar fueron diluidos con medio completo. El anticuerpo junto con BMP-2 (0.7
nM) y esclerostina (50 nM) fueron agregados a los pozos (por triplicado) en un volumen final de 200 pl de medio
completo. En cada placa, se incluyeron 4 controles internos en triplicado: un control de solvente (BSA), un control de
BMP-2 (0.7 nM), BMP-2 + esclerostina (BMP-2 (0.7 nM) y esclerostina (50 nM)) y un control de esclerostina (50
nM). Las placas fueron incubadas durante otras 72 horas a 37°C y 5% de CO,. Al final del periodo de induccién el
ensayo fue terminado eliminando el medio y agregando 150 pl de solucién de sustrato de ALP (recién preparada) a
cada pozo. Las placas fueron incubadas durante 3 — 30 minutos. Se agregaron 100 pl de NaOH 1M para detener la
reaccion y las placas fueron agitadas sobre un agitador de placas. Se leyé la OD contra un blanco a 405 nM y se
calculd la actividad de ALP en nmol/minuto. Se utilizé esclerostina 50 nM para obtener al menos 70% de inhibicién
de produccion de ALP inducida por BMP-2 [0.7 nM BMP-2].

Ensayo de WNT

Este ensayo fue establecido para probar anticuerpos con base en la capacidad de la esclerostina para inhibir la
induccion mediada por Wntl del gen informador STF.

Transfeccion de células HEK293

En el dia 1, se sembraron las células HEK293 a 1.3 - 1.4 x 10° células por pozo (en volumen de 0.5 ml) de una placa
de poli-D-lisina de 24 pozos (BD-BioCoat #356414) en DMEM (Gibco, Cat#61965-026) que contenia 10% de suero
de ternera fetal (FCS), 1% de L-glutamina (Gibco, Cat #25030.024), 1% de aminoacidos no esenciales (Gibco, cat
#11140) sin antibidticos. La transfeccién fue llevada a cabo en el dia 2 con lipofectamina 2000 (Invitrogen,
Cat#11668-019). Para cada pozo que se iba a transfectar, se agregaron las siguientes cantidades de plasmidos
hasta un volumen final de 50 pl OptiMEM®I (Gibco, Cat#31985-047): para pozos de control (pcDNA3+, 480 ng;
SuperTopFlash (STF) 20 ng; phRL-CMV, 0.5 ng) y para pozos de tratamiento con Wntl (pcDNA-wntl, 20 ng;
pcDNA3+, 460 ng; SuperTopFlash (STF) 20 ng; phRL-CMV, 0.5 ng).

En un segundo tubo, se diluyeron 1.6 pl de lipofectamina 2000 en 50 pl de OptiMEM®I y se incubaron a temperatura
ambiente durante 5 minutos. El contenido de los dos tubos fue mezclado entonces agregando el contenido del tubo
de lipido al tubo de ADN y se incubé durante 30 minutos a temperatura ambiente para permitir la formacion del
complejo ADN-lipido. EI complejo ADN-lipido (100 ul) fue agregado entonces de manera homogénea a los pozos y
se incubd a 37°C en CO; al 5% durante 5 horas. Al final de la incubacién de 5 horas, las celdas estaban listas para
tratamiento con los reactivos de prueba tales como SOST, anticuerpos etc.

Establecimiento de la inhibicidon dependiente de la dosis de SOST

Para establecer la curva de inhibicién de la dosis, se prepardé una serie de diluciones de dos veces de rhSOST en
DMEM que contenia FCS al 10%, L-glutamina al 1% y 1% de aminoacidos no esenciales sin antibiéticos,
comenzando a 160 nM. La concentracion de reserva de rhSOST fue de 260 pug/ml en DMEM con FCS al 1%. De
rutina, cada condicién fue probada en duplicados. Por lo tanto, se prepardé 1 ml de medio para cada condicion y se
agregaron 450 ul por pozo después de eliminar el medio que contenia la mezcla de transfeccién de los pozos. El
tiempo de tratamiento fue de 18-20 horas. Al final de la incubacion, se llevo a cabo el ensayo de luciferasa tal como
se delinea mas abajo.
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Prueba de los anticuerpos anti SOST

Los anticuerpos fueron premezclados con SOST antes de agregarlos a las células. Para este propdsito, se prepard
un medio DMEM (FCS al 10%, L-glutamina al 1% y 1% de aminoacidos no esenciales sin antibiéticos) con 20 a 30
nM de rhSOST. Luego, se agregaron diferentes diluciones de los anticuerpos probados al medio que contenia SOST
de acuerdo con el disefio experimental. Estas mezclas fueron preparadas 40 minutos antes del tratamiento. Cada
condicion fue probada de rutina en duplicados. Para hacerlo asi, se preparé 1 ml de medio para cada condicién y se
agregaron 450 pl por pozo después de eliminar la mezcla de transfeccién que contenia el medio de los pozos. El
tiempo de tratamiento fue de 18 — 20 horas. Al final de la incubacién, se llevo a cabo el ensayo con luciferasa como
se delinea mas abajo.

Ensayo con luciferasa

Al final de la incubacion, se retir6 el medio, y se agregaron 300 pl de regulador de lisis pasivo 1X (Promega,
Cat#E194A) a las células lisadas. La actividad de la luciferasa fue medida entonces utilizando el Dual-Glo Luciferase
System (Promega, Cat#E2940) con 30 pl de lisados en duplicados. El ensayo fue llevado a cabo de acuerdo con el
folleto de instrucciones provisto con el kit. Tipicamente, se usaron 30 pl de Dual-Glo luciferasa (luciferasa de
luciérnaga); para STF) y 30 pl de Dual-Glo Stop and Glo (luciferasa de Renilla; para control de la eficiencia de la
transfeccién). Las sefiales luminiscentes fueron medidas con el instrumento Mithras LB940 (Berthold Technologies).

Calculo de los datos

Se calcul6 la relacion de las luciferasas de luciérnaga a renilla. Los resultados finales se expresan fijando el valor de
Whntl sin SOST como 1.

Ensayo de mineralizacion
Células

Las células MC3T3 1b son un clon de las células MC3T3-JP que expresan OSE2-luc. Este clon fue obtenido
después de transfeccion de MC3T3-JP (osteoblastos de raton MC3T3-E1, clon de Japdn, Jp; un amable obsequio
del Dr. T. Kokkubo, Novartis, Japon) utilizando 8x-OSE2wt-mOG2luc en pcDNA3.1+.

Medio de cultivo

Las células MC3T3-1b fueron cultivadas de rutina en medio esencial minimo alfa (MEyIn vitrogen, Cat#22561-
021) complementado con suero de ternera fetal al 10% (FCS; Amimed Cat#2-01F100-1), L-glutamina 2 mM (Gibco
Cat#25030-024), 50 IU de penicilina/50 pug/ml de estreptomicina (Amimed Cat#4-01F00-H) y Hepes 10 mM (Gibco
Cat#15630-056) y 0.75 mg/ml de G418 (Gibco Cat#10131-027) (medio de cultivo de mantenimiento).

Ensayo de Mineralizacién

El calcio asociado con la matriz depositado en los pozos fue determinado en células MC3T3-1b utilizando el kit de
calcio (Axon Lab, Cat#AXONO0012). Las células fueron sembradas a 6x10° células/pozo o 2x10° células/pozo para
mejorar la respuesta de las células en placas de 96 pozos en 100 ul de medio de cultivo de ensayo (medio de cultivo
de mantenimiento sin G418) y se incubaron durante 3 dias hasta alcanzar la confluencia. EI medio de cultivo de
ensayo fue cambiado entonces y se probaron los compuestos agregados junto con B-glicerofosfato 10 mM (bGP;
Sigma Cat#G9891) y acido ascorbico 50 pM (AA; Wako Pure Chemical Cat#013-12061). Antes de su adicion a las
células, la esclerostina y los Fab que se iban a probar fueron preincubados en una placa separada durante 2 horas a
temperatura ambiente; entre tanto las placas de ensayo de 96 pozos recibieron BMP-2 2.1 0 2.8 nM (R&D Systems,
Cat#355-BM-010) antes de recibir la mezcla esclerostina-Fab. Las células fueron incubadas durante 14 dias y el
medio de ensayo se reemplazé cada 3-4 dias. En resumen, al final de la incubacion, las células fueron lavadas dos
veces con 200 ul de PBS/pozo, se agregaron 50 pl de HCI 0.5 M en cada pozo y las placas fueron congeladas a -
20°C durante un minimo de 24 horas. En el momento apropiado, las placas fueron descongeladas hasta temperatura
ambiente durante 2 horas y se transfirieron 10 ul de cada pozo a una nueva placa de 96 pozos. Se agreg6 entonces
Solucién de Trabajo de Calcio (1:5) (200 pl) y 5-30 minutos después, las placas fueron leidas a 595 nM sobre un
lector de microplacas.

La absorbancia fue convertida en ug de calcio de acuerdo con una curva estandar, el valor del pozo de control (acido
ascorbico y beta-glicerofosfato) fue sustraido de los datos de cada pozo y los resultados finales fueron expresados
como % de mineralizacion inducida por BMP- 2.

Fosforilacion de SMAD1 Western

Material

31



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2448 542 T3

Osteoblastos de ratén MC3T3-E1 (clon de Japdén, amable obsequio del Dr. T. Kokkubo, Novartis, Japon) células
C3H10T1/2 (embrién mesenquimal de raton; ATCC, Cat.Nb.: CCL-226)

SCL no-glicosilado, derivado de E. coli (Novartis, PSU5257)

15N SCL no-glicosilado, derivado de E. coli (Novartis, PSU11274)

hSOST-APP, glicosilado, derivado de HEK-EBNA (Novartis, BTP11100)

rhSCL, glicosilado, derivado de células de mieloma de raton (R&D Systems, Cat.Nb.: 1406-ST/CF)
Anticuerpo anti hSOST (R&D Systems, Cat.Nb.: AF1406)

Reactivo de extraccion phosphoSafe (Novagen, Cat. Nb.: 71296-3)

Coctel inhibidor de proteasa conjunto Il (Calbiochem, Cat. Nb.: 539134)

Gel de tris acetato NUPAGE Novex al 7%, 1.5 mm, 15 pozos (Invitrogen, Cat. Nb.: EA03585)
Regulador de desarrollo tris-acetato SDS 20x (Invitrogen, Cat. Nb.: LA0041)

Antioxidante NUPAGE (Invitrogen, Cat. Nb.: NP0O005)

Membrana de transferencia inmobilon-P de 0.45 um (Millipore, Cat. Nb.: IPVH00010)

Papel de cromatografia Wattman (Merck, Cat. Nb.: 3587600)

XCell SureLock Mini-Cell and XCell 1l Blot Module (Invitrogen)

Lector de microplacas VersaMax (Bucher)

Cultivo y extraccién de células

Las células MC3T3-E1 y C3H10T1/2 fueron cultivadas de rutina en medio alfa minimo esencial (MEkt Invitrogen,
Cat#22561-021) o en DMEM con alta glucosa (Invitrogen, Cat#41965-039), respectivamente. Todos los medios de
cultivo fueron complementados con suero de ternera fetal al 10% (FCS; BioConcept Cat#2-01F10-I, lot. Z04459P), L-
glutamina 2 mM (Invitrogen Cat#25030-024), 50 IU de penicilina/50 ug/ml de estreptomicina (Invitrogen Cat#15140-
122) y Hepes 10 mM (invitrogen Cat#15630-056) (medio de cultivo de mantenimiento).

Las células fueron sembradas en medio de cultivo de mantenimiento en placas de 6 pozos (3 ml/pozo) y cultivadas
hasta la confluencia (con 1.4x10° células de MC3T3-1b/pozo, la confluencia fue alcanzada en el dia 3; con las
células C3H10T1/2 a 1.0x10° células/pozo, la confluencia fue alcanzada en el dia 3). Después de la caida del suero
durante la noche en el medio de cultivo que contenia FBS al 1%, el medio fue reemplazado con uno fresco
complementado con FBS al 1%, BMP-6 (R&D Systems, Cat#507-BP) y las sustancias que se iban a probar. Antes
de su adicion a las células, el BMP-6 y las sustancias que se iban a probar fueron preincubadas durante 1 hora a
temperatura ambiente, tal como habia sido descrito para un fosfo-Smad 1/3/5 en C3H10T1/2 (Winkler, EMBO J.,
2003, 22(23):6267-76). Cuando se prueban los anticuerpos antiesclerostina, fueron preincubados con esclerostina
durante la noche a 4°C, antes de ser incubados con BMP-6 0.2 nM durante 1 hora a temperatura ambiente y ser
finalmente agregados a las células confluentes. Después del tiempo de tratamiento adecuado, las células fueron
lavadas con 2 ml de PBS enfriado con hielo. Se agregaron entonces 100 pl/pozo de reactivo de extraccion fosfoSafe
y coctel inhibidor de proteasa diluido 1:200 a las células las cuales fueron incubadas entonces sobre hielo durante 5
minutos. Las células fueron raspadas de los pozos y transferidas a un tubo de microcentrifuga. El extracto celular fue
mantenido en hielo durante 15 minutos, interrumpido por una etapa de voértex cada 5 minutos. Después de esto, el
extracto celular fue centrifugado durante 5 minutos a 16.000 g y 4°C. Finalmente, el sobrenadante fue transferido a
un tubo de microcentrifuga nuevo para determinacién de proteina.

La concentraciéon de proteina en el lisado celular fue determinado utilizando el kit de ensayo de proteina BCA de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se utiliz6 BSA como estdndar. Para la desnaturalizacion, el lisado
celular fue diluido con regulador Laemmli 1:2 (Bio-Rad, Cat#161-0737, que contienen B-mercaptoetanol (1:20,
Merck, Cat#1.12006) agregado fresco) y hervido durante 5 minutos a 95°C. Después del enfriamiento, las muestras
fueron almacenadas a -20°C hasta uso posterior.

Inmunoprecipitacion Western

El anticuerpo Smad (H-465) (Santa Cruz, Cat.Nb.; sc-7153) es una IgG policlonal de conejo, elevada contra
aminoacidos 1-465 que representan el Smadl de longitud completa de origen humano. Deberia reconocer Smadl,
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Smad2, Smad3, Smad5 y Smad8 de origen humano, de rata y ratdon. El anticuerpo fosfo-Smadl
(Ser463/465)/Smad5 (Ser463/465)/Smad8 (Serd26/428) (Cell Signalling, Cat#9511) es una IgG policlonal de conejo,
elevada contra un fosfopéptido sintético correspondiente a residuos que circundan la Ser463/465 de mad5 humano.
Debe detectar niveles endégenos de Smadl solamente cuando son fosforilados de manera dual en la serina 463 y
serina 465, asi como Smad5 y Smad8 solamente cuando son fosforilados en los sitios equivalentes de origen
humano, de raton, de rata, de mink y de xenopous. El anticuerpo no tiene reaccién cruzada con otras proteinas
relacionadas con Smad.

El sistema XCell SureLock Mini Cell (Invitrogen) fue preparado de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las
muestras de proteina (2 pg para un Smad, 5 pg para un andlisis de fosfo-Smad Western) fueron cargados en un
volumen final igual sobre el gel tris-acetato NUPAGE Novex al 7% en 1 x regulador de desarrollo. Un estandar
pretefiido SeeBlue Plus2 (10 pl), 1:10; Invitrogen, Cat# LC5925) y un estandar de proteina MagicMark XP Western
(10 ul, 1:100; (Invitrogen, Cat# LC5602) fueron utilizados como marcadores del peso molecular. El gel fue
desarrollado durante 75 minutos con voltaje constante (150V).

Los lechos de siembra y los papeles de filtro fueron sumergidos en 700 ml de regulador de transferencia NUPAGE
1x. Una membrana de transferencia de PVDF fue sumergida primero durante 30 segundos en metanol y luego
transferida a un regulador de transferencia 1x NuPAGE (Invitrogen, Cat#NP0006, regulador de transferencia:
Metanol 10:1 recién preparado). Las placas del casete del gel fueron separadas con un cuchillo para gel, un papel
de filtro presumergido fue colocado sobre la parte superior del gel y se retiraron cuidadosamente las burbujas de aire
atrapadas. La placa fue invertida sobre una envoltura Saran y después de la remocion de la placa, la membrana de
transferencia presumergida fue colocada sobre el gel y se elimind cualquier burbuja de aire presente. Un segundo
papel de filtro presumergido fue colocado sobre la parte superior y se retir6 cualquier burbuja. Dos lechos de
siembra sumergidos fueron colocados en el nacleo del catodo del Cell 1l Blot Module. El sandwich gel/membrana
fue levantado cuidadosamente y colocado sobre los lechos de siembra (con el gel lo méas cercano posible al ntcleo
del catodo). Finalmente, 3 lechos de siembra presumergidos fueron colocados sobre el ensamblaje de la membrana
y el nicleo del anodo fue agregado sobre la parte superior. El médulo de siembra fue deslizado dentro de los rieles
de guia de la camara de regulador inferior y la unién fue asegurada en posicién de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. El moédulo de siembra fue llenado con regulador de transferencia 1x NUPAGE hasta que se cubrid el
ensamblaje gel/membrana. La otra camara de regulador externa fue llenada con 650 ml de agua desinonizada y la
transferencia de proteina a la membrana PVDF fue llevada a cabo con voltaje constante (30 V) durante 2 horas.

Después de la siembra, la membrana fue lavada primero durante 10 minutos en Tween 20 al 0.05% en PBS y luego
bloqueada con agitacion suave durante 1 hora en 25ml de regulador de bloqueo SuperBlock T20 a temperatura
ambiente. El anticuerpo primario (fosfo-Smad 1/5/8 o Smad (H-465)) fue agregado a la membrana en una dilucién
1:1000 en regulador de bloqueo SuperBlock T20 (Pierce, Cat#37516) y la membrana fue incubada durante la noche
a 4°C bajo agitacion. La membrana fue luego lavada 3 veces durante 10 minutos con Tween 20 (Fluka, Cat#93773)
al 0.05% en PBS antes de ser incubado con el anticuerpo secundario conjugado con RP (1:1000 en regulador de
bloqueo SuperBlock T20) durante 60 minutos a temperatura ambiente bajo agitacion. Se llevaron a cabo al menos 3
etapas de lavado de 10 minutos cada una antes de que la membrana fuera incubada durante 5 minutos con la
solucién de trabajo de sustrato SuperSignal West Femto (Pierce, Cat#34095). Finalmente, la membrana fue
colocada en una bolsa plastica y se sometié a estudio de imagenes con Fluor-S Multiimager (Bio-Rad) and Camera.
Se determind un tiempo de exposicion éptimo de 1 a 2 minutos por comparacion de imagenes tomadas desde 30
segundos hasta 5 minutos.

Andlisis de datos

Las actividades de quimioluminiscencia fueron medidas utilizando Quantity One (Bio-Rad) y los valores ECso fueron
calculados utilizando el software XLfit4. Cada sefial de fosfo-Smad fue normalizada por su correspondiente sefial
total de Smad.

ELISA de LRP6 / Esclerostina

Placas no tratadas de microtitulacién de 96 pozos fueron recubiertas con 100 pl/pozo de LRP6/Fc (1 pg/ml, R&D
Systems, Cat#1505-LR) diluido en PBS. Como control para enlazamiento no especifico (NSB), algunos pozos fueron
llenados con 100 pl/pozo de PBS. Las placas fueron recubiertas con pelicula plastica e incubadas durante la noche a
temperatura ambiente. Después del recubrimiento, las placas fueron lavadas 3 veces con 200 pl/pozo de Tween 20
(Fluka, Cat#93773) al 0.05% en PBS y los pozos fueron bloqueados durante 1 hora a 37°C agregando 300 pl/pozo
de regulador de bloqueo SuperBlock (Pierce, Cat#37535) en TBS. Después de la incubacion, la solucién de bloqueo
fue retirada y se agregaron 100 ul/pozo de esclerostina (derivada de E.coli, Novartis; 1 — 1000 ng/ml,) diluida en
BSA al 1% en PBS. Las placas fueron incubadas durante 2 horas a temperatura ambiente antes de ser lavadas 3
veces con 200 pl/pozo de Tween 20 al 0.05% en PBS. Después de esto, se agregaron 100 pl/ pozo de anticuerpo
antiesclerostina (1pg/ml) diluido en BSA al 1% en PBS vy las placas se incubaron durante 2 horas a temperatura
ambiente antes de ser lavadas 3 veces con 200 pl/pozo de Tween 20 al 0.05% en PBS. Finalmente, se agregaron
100 pl/pozo de IgG Ab anticabra conjugado con ALP (1:5000; Sigma Cat#A-7888) diluido en BSA al 1% (Sigma Cat.
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Nb.:A-7888) en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente y las placas fueron lavadas entonces 3 veces con 200
pl/pozo de Tween 20 al 0.05% en PBS. Para determinar la ALP, se agregaron 100 pl/pozo de sustrato ALP (Sigma,
Cat#S0942) en solucion (1 tableta por 5ml de regulador de sustrato de dietanolamina 1x; Pierce, Cat#34064) a las
placas durante 90 minutos y se midi6 la densidad 6ptica a 405 nm.

Sobreexpresion de LRP4 en células HEK293

Las células HEK293 (ATCC Cat#CRL-1573) fueron cultivadas de rutina en DMEM/F12 (Invitrogen Cat#21331-020)
complementado con FCS al 10% (BioConcept Cat#2-01F10-l, lote Z04459P), L-glutamina 2 mM (Invitrogen
Cat#25030-024), 100 IU de penicilina/100 pg/ml de estreptomicina (Invitrogen Cat#15140-122) y HEPES 10 mM
(Invitrogen Cat#15630-056). Las células Hek293 fueron sembradas a 5x10* células/pozo en poli-D-lisina en formato
de placa de 48 pozos y se incubd durante 24 horas antes de llevar a cabo la transfeccion con Lipofectamina 2000
(Invitrogen Cat#11668-019). Para cada pozo que se iba a transfectar, se agregaron las siguientes cantidades de
plasmidos hasta un volumen final de 25 pl de OptiMEM®I (Gibco, Cat#31985-047) y se mezclaron suavemente: para
pozos de control (pmaxGFP, 62.5 ng, pcDNA3+, 125 ng; SuperTopFlash (STF) 62.5 ng; plasmido de luciferasa de
renilla de guia de SV40, 0.75 ng) y para pozos de tratamiento con Wntl (pmaxGFP, 62.5 ng, pcDNA-wntl, 62.5 ng;
pcDNA3+, 62.5 ng; Super-TopFlash (STF) 62.5 ng; plasmido de luciferasa de renilla de guia de SV40, 0.75 ng) y
para pozos de tratamiento de LRP4-Wntl (pcDNA3+-LRP4, 62.5 ng, pcDNA3+-wntl, 62.5 ng; pcDNA3+, 62.5 ng;
SuperTopFlash (STF) 62.5 ng; plasmido de luciferasa de renilla de guia de SV40, 0.75 ng). En un segundo tubo, se
diluyeron 0.8 pl de Lipofectamina 2000 hasta un volumen final de 25 ml de OptiMEM®I y se incubd a temperatura
ambiente a durante 5 minutos. El contenido de los dos tubos fue mezclado entonces agregando el contenido en el
tubo de lipido al tubo de ADN y se incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente para permitir la formacion del
complejo ADN-lipido. ElI complejo ADN-lipido (50 pl) fue agregado entonces homogéneamente a los pozos e
incubado a 37°C en CO; al 5% durante 5 horas. Al final de la incubacion de 5 horas, las células estaban listas para
un tratamiento de 20 horas con reactivos de prueba tales como SOST, DKK1 (R&D Cat#1096- DK), anticuerpos, etc.
El ensayo con luciferasa fue llevado a cabo como se describe bajo “Ensayo Wnt" agregando alternativamente 150 pl
de regulador de lisis pasivo.

Sobreexpresion de LRP4 en células C28A2

Las células C28a2 (de Mary Goldring, Harvard Institutes of Medicine, Boston, MA, US) fueron cultivadas en el mismo
medio que las HEK293 (véase arriba) excepto que no estaba presente el HEPES y se agregé un suplemento de
aminoacidos no esenciales (Gibco Cat#11140). Las células C28a2 fueron sembradas a 1x10° células /pozo en un
formato de placa de 24 pozos en un medio de cultivo libre de antibiéticos e incubadas durante la noche antes de
llevar a cabo la transfeccion con Lipofectamina 2000 (Invitrogen Cat#11668-019). Para cada pozo que se iba a
transfectar, se agregé la siguiente cantidad de plasmidos (600 ng/pozo total) a un volumen final de 50 pl de
OptiMEM®I (Gibco, Cat#31985-047) y se mezcldé suavemente: para pozos de control (SuperTopFlash (STF) 100 ng;
plasmido de luciferasa de renilla de guia de SV40, 2 ng y pcADN3+, 500 ng para compensar) y para tratamiento de
pozos con Wntl (plasmido de pcADN-wntl, 100 ng; plasmido de LRP5, 100 ng; SuperTopFlash (STF) 100 ng;
plasmido de luciferasa de renilla de guia de SV40, 2 ng y pcADN3+, 300 ng) y para pozos de tratamiento con LRP4-
Wntl (plasmido de pcADN-wntl, 100 ng; plasmido de LRP5, 100 ng; plasmido de LRP4, 100 ng; SuperTopFlash
(STF) 100 ng; plasmido de luciferasa de renilla de guia de SV40, 2 ng y pcADN3+, 200 ng). En un segundo tubo, se
diluyeron 1.6 pl de Lipofectamina 2000 en 48.4 pl de OptiMEM®I y se incubaron a temperatura ambiente durante 5
minutos. El contenido de los dos tubos fue mezclado entonces por la adicién del contenido del tubo de lipidos al tubo
de ADN y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente para permitir la formaciéon del complejo ADN-
lipido. El complejo ADN-Lipido (100 pl) fue entonces agregado de manera homogénea a los pozos y se incub6 a
37°C. en CO; al 5% durante 2 horas. Al final de la incubacion de 2 horas, el medio de transfeccion fue reemplazado
por 400 pl/pozo de medio de cultivo libre de antibioticos y las células fueron incubadas durante 24 horas. Las células
fueron tratadas entonces durante 20 horas con reactivos de prueba tales como SOST, o DKK1 (R&D Cat#1096-DK).
El ensayo de luciferasa se llevé a cabo como se describe bajo “ensayo Wnt".

Anulacion de LRP4 en células HEK293

Las células Hek293 Wnt1/STF/Renilla (un clon estable obtenido a partir de la transfeccién estable de células de
Hek293 (ATCC Cat#CRL-1573)) con el plasmido de expresion Wntl, el plasmido informador SuperTopFlash, y el
plasmido de luciferasa de renilla de guia de SV40) fueron cultivados de manera rutinaria en DMEM 4500 g/L de
glucosa (Invitrogen Cat#41965-035) suplementado con FCS al 10% (Amimed Cat#2-0F100-1), L-glutamina 2 mM
(Invitrogen Cat#25030-081), 100 IU/ml de penicilina/100 pg/ml de estreptomicina (Gibco Cat#15140-163), 6 ug/ml de
puromicina (Invitrogen Cat#ant-pr-1), 150 pg/ml de zeocina (Invitrogen Cat#45-0430) y 150 pg/ml de higromicina
(Invitrogen Cat#10687-010). Los antibiéticos de la seleccion fueron dejados durante los experimentos de anulacion.
Las células fueron sembradas a 0.6x10° células/pozo en un formato de placas de 24 pozos de poli-D-lisina y se
dejaron unir durante la noche antes de llevar a cabo la transfeccion de siARN de LRP4 con HiPerFect (Qiagen
Cat#301707). Las secuencias sentido y antisentido del ARNsi de LRP4 usada son como siguem: LRP4a:
TAAATTATCATAAAGTCCTAA /| AGGACTTTATGATAATTTATT, (SEQ ID NOs:160/161) LRP4b:
ATAGTGGTTAAATAACTCCAG | GGAGTTATTTAACCACTATTT;, (SEQ ID NOs:162/163) LRPA4c:
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TAAATTCTCGTGATGTGCCAT | GGCACATCACGAGAATTTATT; (SEQ ID NOs:164/165) LRP4d:
TTTCTTATAGCACAGCTGGTT [/ CCAGCTGTGCTATAAGAAATT;, (SEQ ID NOs:166/167) LRP4e:
TAGACCTTTCCATCCACGCTG / GCGTGGATGGAAAGGTCTATT; (SEQ 10 NOs:168/169). Para cada pozo que se
iba a transfectar, se prepararon dos tubos eppendorf: el primero contenia 0.2 pl de una solucién de reserva 20 nM
de uno de los ARNsi de LRP4 o0 0.1 pl de una solucién de reserva 20 nM de dos ARNsi LRP4 (la concentracion final
de ARNSsi/pozo es 6.6 nM) y 50 ul de Optimem y el segundo, 3 pl de HiPerFect y 47 pl de Optimem. El contenido del
segundo tubo fue agregado al primero, se someti6 rapidamente a vortex y se dejo durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Se agregaron 100 pl de esta mezcla entonces al pozo respectivo, y las células fueron incubadas a 37°C
bajo CO; al 5% durante 30 horas. Después de esto, la mezcla de transfeccion fue retirada y se reemplazé por medio
de cultivo fresco libre de antibiético (450 ul/pozo) y se dejé incubar por otras 24 horas. Antes del tratamiento con
SOST o DKK1, se retir6 el medio, se reemplazo por medio de cultivo fresco libre de antibiéticos que contenia una
dilucién apropiada de SOST o DKK1 (R&D Cat#1096-DK) y las células fueron incubadas durante 20 horas a 37°C
bajo CO; al 5%. La determinacién de luciferasa se lleva a cabo entonces como se describe bajo "ensayo de Wnt".

Modelos animales

Ratones OF1/IC hembra de 18 meses de edad (n=16/grupo, Charles River, Francia) recibieron la administracion dos
veces a la semana por via intravenosa del anticuerpo antiesclerostina ANTICUERPO A (25 mg/kg, h/mlgG2a)
(MORO05813) o de anticuerpo de control (anti-PC-h/migG2a). Los grupos de control recibieron diariamente por via
subcutanea 100 microg/kg de PTH (1-34) o vehiculo PBS. El tratamiento duré 2.5 semanas para todos los animales.
La mitad de los animales (n = 8 / grupo) fue sacrificado en ese punto del tiempo para andlisis histomorfométrico. El
tratamiento continto para el resto de los animales ( n= 8 / grupo) hasta 5 semanas.

Se midi6 la masa y geometria del hueso de la tibia de los animales al inicio del tratamiento por tomografia
computarizada cuantitativa periférica (pQCT) y micro tomografia computarizada (microCT). Los animales fueron
distribuidos homogéneamente de acuerdo con el peso corporal y la densidad mineral total del hueso de la tibia fue
medida tal como se midié por pQCT en grupos. Los cambios en densidad mineral, masa y geometria del hueso
fueron evaluados después de 2.5 y 5 semanas de tratamiento. El peso corporal fue monitoreado semanalmente. Los
animales fueron sacrificados después de 2.5 semanas de tratamiento y se les administraron dos marcadores de
fluorocromo para marcar la mineralizacién ésea 10 y 3 dias antes de la necropsia. Se tomd sangre en la necropsia.
Las mediciones de absorciometria por energia dual de rayos x (DEXA) fueron llevados a cabo en la necropsia sobre
la tibia, fémur y vértebras lumbares seccionadas. Los huesos fueron fijados, deshidratados y embebidos para el
seccionamiento por micrétomo y andlisis histomorfométrico de la dinamica de formacion de hueso.

Protocolo de tratamiento

Anticuerpo de control: anti-PC-h/mlgG2a,

concentracion: 2.5 mg/ml, volumen de aplicacion : 10mi/kg

Vehiculo: Citrato 50 mM, NaCl 140 mM

Anticuerpo antiesclerostina: anti-SOST-MORO05813, h/mlgG2a,

2.45 mg/ml, volumen de aplicacién: 10 ml/kg

Vehiculo: Citrato 50 mM, NaCl 140 mM

hPTH (1-34) (Bachem, Bubendorf, Suiza) 100 pg/kg

vehiculo: PBS+BSA 0.1 %

GRUPOS DE TRATAMIENTO:

1 control de isotipo iv. = anti-PC-migG2a

2 anti-SOST-MORO05813 iv.

3 control sc de vehiculo = PBS+BSA 0.1%

4 hPTH (1-34) sc.

Condiciones de mantenimiento
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Los animales fueron alojados en grupos de cuatro a cinco animales a 25°C con un ciclo de luz oscuridad de 12:12
horas. Fueron alimentados con una dieta estandar de laboratorio que contenia 0.8% de fésforo y 0.75% de calcio
(NAFAG 3893.0.25, Kliba, Basel, Suiza). Se proveyeron alimento y agua ad libitum.

Establecimiento del bienestar animal

La experimentacion animal fue llevada a cabo de acuerdo con las regulaciones efectivas en el Canton de Ciudad de
Basilea, Suiza.

Métodos
Tomografia computarizada cuantitativa periférica (pQCT)

Los animales fueron colocados en una posicion lateral bajo narcosis por inhalaciéon (Isofluorano, 2.5%). La pierna
izquierda fue estirada y fijada en esta posicion.

La masa, densidad y geometria del hueso en seccion transversal fue monitoreado en la metafisis de la tibia proximal
a nivel de la cabeza de la fibula media y 1.8 mm distal al extremo proximal de la tibia tal como se detecta en el
barrido de exploracién utilizando un Stratec-Norland XCT-2000 acoplado con un tubo de rayos X Oxford 50 AM y un
colimador de 0.5 mm de diametro. Los siguientes parametros fueron escogidos para las mediciones: tamafio de
voxel: 0.1 x 0.1 x 0.5 mm; velocidad de barrido: vista de exploracién 10 mm/s; barrido final 3 mm/s, un bloque, modo
1 de contorno, modo 2 de desprendimiento; umbral cortical: 610 mg/cm3, umbral interno: 610 mg/cm3.

Microtomografia computarizada (microCT)

Los animales fueron colocados en una posicion lateral bajo narcosis por inhalaciéon (Isofluorano, 2.5%). La pierna
izquierda fue estirada y fijada en esta posicion.

La estructura del hueso esponjoso fue evaluada en la metéfisis de la tibia proximal izquierda utilizando un Scanco
vivaCT20 (Scanco Medical AG, Suiza). Los voxeles no isométricos tenian una dimensién de 10.5 x 10.5 x 10.5 yum. A
partir de las imagenes en seccion transversal, el compartimiento del hueso esponjoso fue delineado a partir del
hueso cortical trazando su contorno. En todos los otros cortes, los limites fueron interpolados con base en el trazado
para definir el volumen de interés. Se evaluaron 143 cortes dentro del area de la espongiosa secundaria
(comenzando por debajo de los bordes inferiores laterales de la placa de crecimiento). Se utilizé un valor de umbral
de 370 para la evaluacién tridimensional de los parametros estructurales.

Absorciometria de rayos X de energia dual (DEXA)

Las mediciones de DEXA ex vivo fueron llevadas a cabo sobre la tibia izquierda, el fémur izquierdo y las vértebras
lumbares 1 — 4. Se utiliz6 etanol (70%) para la simulacién del tejido blando. Las mediciones fueron llevadas a cabo
utilizando un instrumento regular Hologic QDR-1000 adaptado para mediciones de animales pequefios. Se utilizé un
colimador con 0.9 cm de didmetro y un modo de resolucién ultra alta (espaciado de linea de 0.0254 cm, resolucion
de 0.0127 cm).

Marcacién con fluorocromo:

La alizarina (20 mg/kg, subcutanea, complexon de alizarina, Merck, Dietikon, Suiza) fue 10 dias antes de la
necropsia.

Calceina (30 mg/kg, subcutaneo, Fluka, Buchs, Suiza), 3 dias antes de la necropsia.
Histologia e histomorfometria

Después de la diseccion, el fémur derecho y las vértebras lumbares 5 y 6 fueron colocadas durante 24 horas en un
fijador Karnovsky, deshidratados en etanol a 4°C y embebidos en resina (metil metacrilato). Utilizando un micrétomo
2050 Supercut (Reichert Jung, Arnsberg, Alemania), se corté un conjunto de 5 secciones de micr6tomo no
consecutivas de 5 um de espesor en el plano del cuerpo medio frontal para evaluacién de la formacién 6sea basada
en marcacion con fluorocromo. Las secciones fueron examinadas utilizando un microscopio Leica DM (Leica,
Heerbrugg, Suiza) dotado con una camara (SONY DXC-950P, Tokyo, Japoén) y el software Quantimet 600 (Leica,
Cambridge, Reino Unido). Se tom6é muestra de una seccidon por animal. Las imagenes microscépicas de los
especimenes fueron digitalizadas y evaluadas semiautomaticamente sobre la pantalla. Fueron medidos (X200 de
magnificacién) el perimetro del hueso, el perimetro del hueso marcado individual y doble, y la anchura
intermarcacion. Los valores de perimetro mineralizado (por ciento) las ratas de aposicién mineral (micrometros/dia)
(corregidos para la oblicuidad de la seccién en el compartimiento éseo de esponjoso), y fueron calculados los
valores de las ratas de formacién de hueso diarias (rata de formacion de hueso diaria/perimetro de hueso
[micrémetros/dia]). Todos los parametros fueron evaluados en la segunda espongiosa de la metafisis del fémur distal
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y en una vértebra lumbar. Otro conjunto de sesiones fueron tefiidas con fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP).
La superficie de los osteoclastos por superficie de hueso (%) fue evaluada en la espongiosis secundaria:

Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como +/-SEM medio. El analisis estadistico fue llevado a cabo utilizando la prueba t de
Student (dos colas; desapareados). El tratamiento anticuerpo antiesclerostina o hPTH (1-34) fue probado en cuanto
a la diferencia con respecto al control (anticuerpo de control o PBS), *, p<0.05, ++ p < 0.01.

Determinacion de afinidad

Determinacion de afinidad de Fab de esclerostina antihumana seleccionada usando resonancia de plasmén en
superficie (Biacore).

Las constantes cinéticas kon Y kott fueron determinadas con diluciones seriadas del respectivo enlazamiento de Fab a
esclerostina del antigeno inmovilizada por via covalente utilizando el instrumento BIAcore 3000 (BlAcore, Uppsala,
Suecia). Para el estandar de inmovilizacion del antigeno covalente se utilizé quimica de acoplamiento EDC-NHS
amina. Las mediciones cinéticas fueron hechas en PBS (136 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na2HPO4, 1,76 mM
KH2PO4 pH 7.4) a una rata de flujo de 20 pl/minuto utilizando un rango de concentracién de Fab desde 1.5 - 500
nM. El tiempo de inyeccién para cada concentracion fue 1 minuto, seguido por 3 minutos de fase de disociacion.
Para la regeneracion se utilizé 2 x 5 pl de glicina 10 mM pH 1.5. Todos los sensogramas fueron acoplados utilizando
el software de evaluacion BIA 3.1 (BlAcore).

Andlisis de enlazamiento basado en electroquimioluminiscencia (BioVeris) para medicion de afinidades de
esclerostina que enlaza Fab en lisados.

Para la medicion de la afinidad de los fragmentos de anticuerpo que enlazan esclerostina en lisados de E. coli
(extractos BEL), se analizé el enlazamiento mediante una BioVeris M-384 SERIES® Workstation (BioVeris Europe,
Witney, Oxfordshire, Reino Unido).

El experimento fue llevado a cabo en placas de microtitulacion de polipropileno de 96 pozos y PBS suplementado
con BSA al 0.5% y Tween 20 al 0.02% como regulador de ensayo. La proteina esclerostina humana biotinilada fue
inmovilizada sobre perlas paramagnéticas de estreptavidina M-280 (Dynal) de acuerdo con las instrucciones del
proveedor. Se agregé por pozo una dilucién 1:25 de la soluciéon de reserva de perlas. 100 pl del extracto de BEL
diluido y las perlas fueron incubadas durante la noche a temperatura ambiente sobre un agitador. Para la deteccién,
se utilizd (Fab)'2 antihumana (Dianova) marcada con BV-tagTM de acuerdo con las instrucciones del proveedor
(BioVeris Europe, Witney, Oxfordshire, Reino Unido).

Los clones seleccionados aleatoriamente fueron analizados con el método descrito anteriormente. Los clones que
dieron los valores mas altos fueron escogidos para andlisis posterior en la titulacién de equilibrio en solucién.

Determinacion de las afinidades de los Fab a la esclerostina utilizando titulacién de equilibrio en solucién (SET)

Para la determinacion de KD fueron usadas, las fracciones de mondémeros (al menos 90% de contenido de
monomero, analizado por SEC analitico; Superdex75, Amersham Pharmacia) de Fab. La determinacién de afinidad
con base en electroquimioluminiscencia (ECL) en solucién y la evaluacion de los datos se llevaron a cabo
basicamente como se describe por Haenel et al., 2005. Una cantidad constante de Fab (25 pM) fue equilibrada con
diferentes concentraciones (diluciones en serie 3") de esclerostina humana, de ratén o Cynomolgus no marcadas
(concentracion de partida: 500 pM) en solucion. Se agregaron la esclerostina humana biotinilada (0.5 pg/ml)
acoplada con perlas paramagnéticas M-280 estreptavidina, Dynal) y BV-tag™ (BioVeris Europe, Witney,
Oxfordshire, Reino Unido) de anticuerpo antihumano marcado (Fab)2 y se incub6 durante 30 minutos.
Subsecuentemente, la concentracion del Fab no enlazado fue cuantificada a través de deteccion por ECL utilizando
el analizador M-SERIES® 384 (BioVeris Europe).

La afinidad de los clones Fab fue identificada por un ensayo BioVeris de seleccién de afinidad de alto rendimiento
basada en ECL. Después de la seleccion de aciertos se consolidaron 4 subclones mediante el mismo método.

Ensayo de potencia de inhibiciéon de enlazamiento al receptor utilizando BioVeris TM

Para el ensayo de potencia de inhibicién de enlazamiento con base en BioVerisTM se acoplé BMP-2 humano
recombinante directamente (quimica NHS/EDC) a perlas magnéticas de acido carboxilico M-270 (Dynal) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. El ensayo fue llevado a cabo en una placa de microtitulacién de polipropileno de
96 pozos (Nunc). Se diluyeron 50 pl/pozo de Fab purificado en regulador de ensayo (PBS + Tween 20 al 1%
(restrictor) o Tween 20 al 0.1% (menos restrictor) + BSA al 1%) en etapas de dilucién 1:3 (concentracion de partida:
1000 nM). Se agregaron 50 pl/pozo de esclerostina humana biotinilada (4 nM) a cada diluciéon de Fab. Después de la
incubacién durante 90 minutos agitando a 400 rpm en un Eppendorf Thermomixer a 22°C, se agregaron 25 pl de las
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perlas recubiertas con BMP-2 (2.7E07 perlas x ml) y estreptavidina diluida 1:500 marcada con BV-tag™ de acuerdo
con las instrucciones del fabricante BioVeris Europa) a cada pozo y se incubaron durante 30 minutos (800 rpm, a
22°C). La deteccion se llevd a cabo utilizando la BioVeris M-384 SERIES® Workstation (BioVeris Europe). Para la
determinacion del ECsp se utilizé un modelo de ajuste logistico de 4 parametros (XLfit, IDBS).

Produccién de Inmunoglobulinas
Conversion en el formato IgG1 humana y formato IgG2a humana/ratén

Con el fin de expresar la IgG de longitud completa, se subclonaron fragmentos de domlnlo variable de cadenas
pesadas (VH) vy ligeras (VL) de vectores de expresion de Fab en vectores pMorph Ig apropiados: se usaron
pMorph h_lgly pMorph 2_h/m_lg2a quimérico humano/ratén. Las en2|mas de restr|c0|on EcoRI, Mfel, Blpl se
utilizaron | para subclonar el fragmento del dominio de VH en pMorph h_IgG1 o pMorph 2_h/m IgGZa y EcoRV,
BsiWI, Hpal para subclonar el fragmento del dominio VL en vectores pMorph _h_lgK, pMorph _h_Igh y
pMorph®2 h/m_IgA respectivamente. Las enZ|mas de restriccion EcoRI, Mfel y Blpl fueron utilizadas para subclonar
el fragmento del dominio VH en pMORPH _h_IgGl el esqueleto del vector fue generado por digestion de
EcoRI/Blpl y extraccién del fragmento de 6400 bp mientras que el fragmento VH (350 bp) fue producido por digestion
con Mfel y Blpl y purificacion subsecuente. El vector y el inserto fueron ligados a través de sobrantes compatibles
generados por las digestiones de EcoRI y Mfel, respectivamente, y a través del sitio Blpl. Por lo tanto, los sitios de
restriccion EcoRI y Mfel son destruidos.

Las en2|mas de restriccion Mfel y Blpl fueron utilizadas para subclonar el fragmento del dominio VH en
pMORPH 2 h/m_IgG2a. En esta nueva generacion de vectores IgG, por otras modificaciones, el sitio EcoRlI (el cual
permitio solamente la subclonacion a través de sobrantes compatibles) fue reemplazado por el sitio Mfel permitiendo
asi la digestion de Mfel/Blpl de ambos, vector e inserto.

La subclonacion del fragmento del dominio VL en pMORPH h_Igk fue IIevada a cabo a través de los sitios EcoRV
y Bs/WI, mientras que la subclonacion en pMORPH h_Ighy pMORPH 2_h/m_Ig A fueron hechas utilizando EcoRV
y Hpal.

Expresion transiente y purificacion de la IgG humana

Las células HEK293 o HKB11 fueron transfectadas con una cantidad equimolar de vectores de expresion de cadena
pesada y ligera. Al cabo de los dias 4 o 5 postransfeccion el sobrenadante del cultivo celular fue recolectado.
Después de ajustar el pH del sobrenadante a pH 8.0 y filtracion estéril, la solucion fue sometida a cromatografia de
columna estandar de proteina A (Poros 20A, PE Biosystems).

Ejemplo 1: Generacion de proteinas de esclerostina recombinante humanas y cyno

La codificacion de ADNc de longitud completa para el precursor de esclerostina humana (GenBank Acc.No
AF326739) con la caracteristica de un péptido de sefializacién natural (aa 1-213, NPL 005002) fue clonada en el
vector de expresion de mamifero pRS5a por insercién en los sitios de restriccion Asp718 y Xbal. Se agreg6 una
etiqueta de deteccion y purificacion de proteina (APP = EFRH) al terminal C del gen.

Después de la verificacion de la expresion a escala pequefia en ensayos de transfeccion transientes en placa de 6
pozos, la generacién de las reservas de transfeccidén estable fue iniciada por transfeccion de cuatro reservas
(1.0x10E6 células cada uno) por lipofeccién. 48 horas después de la transfeccion la seleccion de los transfectantes
fue iniciada mediante la adicién del antibidtico Zeocin™ a una concentracion de 100 ug/ml. Una vez que todas las
cuatro reservas habian reiniciado el crecimiento normal se establecieron los titulos de proteina recombinante
mediante cromatografia de afinidad analitica sobre anti APP HPLC y la reserva de produccion mas alta — reserva2 —
fue seleccionada para la adaptacién a un medio libre de suero y escalamiento posterior. Simultaneamente, los
ensayos de expresion transiente de escala grande sobre la escala 10-1 fueron llevados a cabo también utilizando
polietilenimina como transportador del ADN plasmido durante la transfeccidon del sistema biorreactor Wave™
(C20SPS-F, Art.-No. 100.001, Wave Biotech) como sistema de cultivo. Los sobrenadantes del cultivo celular de 12-
22 fueron recolectados 7-10 dias después de la transfeccién y se concentraron mediante filtracion de flujo cruzado y
diafiltracion antes de la purificacion.

Los SOST humano y cyno fueron purificados por cromatografia de inmunoafinidad. En resumen, los lotes de
sobrenadantes de cultivo de tejidos 10-20 L fueron concentrados a 1-2 L por filtraciéon cruzada (corte de 10 kDa) y se
aplicaron a 2 ml/minuto sobre una columna de Sepharose anti APP de 50 ml preparada por acoplamiento del anti-
Ab1-40/APP (6E10-A5) monoclonal exclusivo a Sepharose 4B activada con CNBr de acuerdo con las instrucciones
del fabricante (10 mg de anticuerpo por ml resina). Después del lavado de linea base con PBS, el material enlazado
fue eluido con glicina 100 mM, el pH 2.7 fue neutralizado y se filtré para esterilidad. La concentracion de proteina fue
determinada por A280 utilizando factores de absorcion computarizados. Las proteinas purificadas fueron
caracterizadas finalmente por SDS-PAGE, secuenciamiento en terminal N y LC-MS. Una alicuota de SOST humana
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fue biotinilada en PBS durante 1 hora a 37°C utilizando sulfo-NHS-Ic-biotina 1 mM (Uptima; UP54398A). El reactivo
en exceso fue retirado entonces por didlisis extensa contra PBS.

SOST humano derivado de E. coli

SOST aa24-213 (NPL006071, plasmido pXI1504) marcado con Hisg-PreScission y SOST aa24-213 (NPL0O06690,
plasmido pX1515) fueron producidos por replicacién. Se transformaron E.coli Tuner (DE3) con cada plasmido.

El lote PSU5257 fue fermentado a una escala de 20 litros (V9405) utilizando medio TB modificado (version lab 112).
Las células fueron inducidas a una OD600 de 3.90 con IPTG 1 mM e inducidas durante 3 horas 30 minutos a 37°C.
La recoleccion fue llevada a cabo utilizando una centrifuga de flujo continuo, dando como resultado una pella de
células hiumeda que pesaba 190 g.

El lote PSU11274 fue fermentado en una escala de 20 litros en 16L de medio M9-1 minimo suplementado con
cloruro de amonio marcado con **N. Las células fueron inducidas con IPTG 1 mM una vez que se habia alcanzado
un OD600 de 1.5 y se recolectaron a un OD600 de 3.3 utilizando una centrifuga de flujo continuo, dando como
resultado una pella de células hiimeda que pesaba 50 g.

Las pellas de células humedas de la fermentacién anterior fueron lisadas en 8 volumenes de Tris pH 8.0 50 mM
(que contenia EDTA, DTT y Benzamidina-HCI cada uno 5 mM) utilizando un emulsificador Avestin C-50 y se
centrifugaron durante 30 minutos a 12,000 rpm. El sobrenadante fue descartado y la pella resultante fue
resuspendida en 10 voliumenes de regulador de lisis y se centrifugd de nuevo. El proceso fue repetido 3 veces mas,
después de lo cual el regulador de lisis fue reemplazado con agua Milli-Q, que contenia DTT 5mM. Las pellas fueron
lavadas dos veces adicionales bajo estas condiciones. Los cuerpos de inclusion fueron disueltos en guanidina-HCI 8
M (que contenia DTT 100mM, Tris pH 8 50 Mm y EDTA 5mM) durante 3-4 horas a temperatura ambiente, luego se
centrifugaron a 20,000 rpm durante 30 minutos, se filtraron a través de un filtro 0.45 uM. La replicacién fue iniciada
con una dilucién rapida con 88 volumenes (PSU11274) y 92 volumenes (PSU5257) de regulador de replicaciéon
helado (Tris 0.5M que contenia arginina-HCI 0.9 M, GSH 5 mM y GSSG pH 8 0.5 mM). La solucién fue almacenada
a 4°C durante 1 semana. En este punto, las dos preparaciones fueron tratadas de forma ligeramente diferente,
debido al requerimiento para retirar la etiqueta hisg del PSU5257 antes de completar la replicacion.

PSU5257

La solucion replicada diluida fue diafiltrada contra 1.5 volumenes de Tris pH 8 50 mM, GSH 5 mM, GSSG 0.5 mM
concentrandola dos veces, y luego diluyéndola de nuevo a su volumen original. Esto se llevo a cabo 3 veces, tiempo
después del cual se agregd proteasa PreScission y la solucion se dejé durante 48 horas a 4°C. Todas las
concentraciones/dia filtraciones fueron llevadas a cabo utilizando un casete de ultrafiltracion Pellicon 1l con una
membrana de corte de 10 KDa. Finalmente la solucién fue concentrada 10 veces.

PSU11274

La solucién replicada diluida fue concentrada 10 veces. Se utilizé LC-MS para confirmar la formacién de todos los 4
puentes disulfuro antes de la concentracion.

Ambas preparaciones fueron entonces dializadas contra 2 x 10 volumenes de acetato de sodio 50 mM pH 5.
Después de la filtracion sucesiva a través de lana de vidrio y una membrana de 3.0 microM para eliminar la proteina
precipitada, la purificacién se llevd a cabo utilizando cromatografia de intercambio de cationes de alto rendimiento en
SP-Sepharose™. La columna fue equilibrada con el regulador de dialisis y subsecuentemente eluida con un
gradiente de NaCl 0 — 1 M en el mismo regulador a lo largo de 20 volimenes de columna. La esclerostina eluy6
como un pico individual con un hombro ligero, el cual fue descartado. En el caso de PSU5257, se recolecté el pico
principal, se concentré sometido a cromatografia de exclusién por tamafio utilizando una columna de Superdex 75™,
equilibrada con Tris 50 mM, NaCl 150 mM. Con PSU11274, la muestra fue provista directamente después del
intercambio de cationes.

El ADNc de SOST de mono Cynomolgus (cySOST) fue amplificado por RT-PCR con cebadores basados en la
secuencia de SOST del mono verde africano (GenBank Accession # AF326742). El cebador 5
(ATGCAGCTCCCACTGGCCCTGTGTCTTGT) (SEQ ID NO: 170) corresponde al terminal N de la secuencia de
péptidos de sefializacibn y no estd en la proteina final secretada. ElI cebador 3
(AATCAGGCCGAGCTGGAGAACGCCTACTAG) (SEQ ID NO: 171) corresponde a una region que es conservada
entre humanos, mono verde africano y ratones. El fragmento amplificado fue subclonado en los sitios Bam HI/Eco RI
del pcDNA3.1 (+) y se confirmé la secuencia. Este plasmido sirvi6 adicionalmente como patrén para una
amplificaciéon por PCR de SOST de cyno para agregar una etiqueta APP en el terminal C y sitios de recombinacién
attB para la clonacion final en pPDESTRS5a de acuerdo con la tecnologia Gateway [cySOST-pDESTRS5a].

La expresion fue hecha por transfeccion transiente a gran escala en la escala de 10L en el sistema biorreactor
Wave™, recolectada después de 9 dias postransfeccion y purificada como se describe anteriormente.
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Ejemplo 2: Generacion de anticuerpos especificos de esclerostina humana a partir de la biblioteca HUCAL GOLD®

Los anticuerpos terapéuticos contra la proteina de esclerostina humana fueron generadas por seleccion de clones
que tienen altas afinidades de enlazamiento, utilizando como fuente de las proteinas variables del anticuerpo una
biblioteca de despliegue de fago disponible comercialmente, la biblioteca MorphoSys HUCAL GOLD®. La biblioteca
HUCAL GOLD® es una biblioteca de Fab (Knappik et al., 2000), en la cual todos los seis CDR estan diversificados
por mutacion apropiada, y la cual emplea la tecnologia CysDisplay™ para enlazar el Fab a la superficie del fago
(WO01/05950, Lohning et al., 2001).

Seleccidn por criba de anticuerpos especificos para esclerostina a partir de la biblioteca
Para la seleccion de anticuerpos que reconocen la esclerostina humana se aplicaron varias estrategias de criba.

En resumen, los fago de anticuerpo HUCAL GOLD® fueron divididos en tres reservas que comprendian diferentes
genes maestros VH.

Estas reservas fueron sometidas individualmente a

a) una criba en fase soélida donde los antigenos (esclerostina humana y de ratén) fueron recubiertos directamente
sobre placas de microtitulacién Maxisorp de 96 pozos (Nunc, Wiesbaden, Alemania) o

b) una criba de captura y semisoluciéon en donde el antigeno (esclerostina biotinilada), respectivamente el complejo
fago-antigeno fue capturado sobre bandas limpias de N/A o

¢) una criba de soluciones con esclerostina biotinilada en donde el complejo fago-antigeno fue capturado por perlas
magnéticas de estreptavidina (Dynabeads M-280; Dynal) para cada reserva de criba.

e Criba en fase sélida sobre esclerostina

Para la primera ronda de criba sobre esclerostina, los pozos de la placa de Maxisorp fueron recubiertos durante la
noche con 300 pl (5 pl/ml) de esclerostina humana (producida en células HEK) diluidas en PBS. Después de dos
etapas de lavado, con 400 pl de PBS, los pozos fueron incubados con regulador de bloqueo que contenia leche en
polvo al 5% diluida en PBS.

Antes de las selecciones, los fagos HUCAL GOLD® fueron preabsorbidos en regulador de bloqueo (leche en polvo al
5%/PBS, Tween 20 al 0.5%) durante 2 horas a temperatura ambiente para evitar la seleccién no especifica de los
anticuerpos.

Después de lavado (2 x 400 pl de PBS) de la placa de Maxisorb recubierta y bloqueada, se agregaron 300 pl de los
fagos preadsorbidos a los pozos recubiertos y se incub6 durante 2 horas a temperatura ambiente con agitacion
suave. Esta incubacion fue seguida por 10 ciclos de lavado con PBS y PBS/Tween 20 al 0.05% a temperatura
ambiente. Los fagos enlazados fueron eludidos agregando 300 ul de DDT 20 mM en Tris/HCI 10 mM pH 8.0 por
pozo durante 10 minutos a temperatura ambiente. El eluido fue retirado y se agregé a 15 ml de células de E. coli
TG1F" cultivadas hasta 1 ODgoonm de 0.6 — 0.8. La infeccién por fago del E. coli fue permitida durante 45 minutos a
37°C sin agitacion. Después de centrifugacion durante 5 minutos a 4120 x g, las pellas bacterianas fueron
resuspendidas cada una en 600 pl de medio 2xYT, sembradas sobre placas de agar LB-CG e incubadas O/N a
30°C. Las colonias fueron entonces raspadas de las placas y los fagos fueron rescatados y amplificados.

La segunda y tercera rondas de seleccién fueron llevadas a cabo de manera idéntica a la primera ronda de seleccion
con la Unica diferencia de que las condiciones de lavado después del enlazamiento del fago fueron mas restrictivas.
La segunda ronda de seleccion para algunas condiciones de criba se utilizé esclerostina de raton como antigeno con
el fin de enriquecer los anticuerpos de reaccion cruzada de ratén. Para algunas condiciones de criba se recubrié otro
lote de esclerostina recombinante humana (producida en E. coli).

o Criba por semisolucion en esclerostina

Se ejecutaron dos métodos diferentes para esta clase de criba: una criba por semisolucion de captura y el
procedimiento de criba en semisolucion estandar.

En detalle, para la criba en semisolucién por captura sobre esclerostina biotinilada, se recubrieron 100 ul de
antigeno durante 2 horas a temperatura ambiente sobre tiras limpias de NeutrAvidin (N/A) (de Pierce, nivel de
activacion 100 pl, capacidad de enlazamiento 15 pmol por pozo). Las tiras N/A fueron bloqueadas O/N a 4°C con
200 pl de Chemiblock y se lavaron dos veces con PBS.

La solucién de fago bloqueada (Chemiblock/Tween 20 al 0.05%) fue agregada a los pozos N/A bloqueados durante
30 minutos y esta etapa fue repetida durante otros 30 minutos con el fin de retirar los enlazantes NeutrAvidin. Los
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fagos prelimpiados fueron transferidos y la esclerostina biotinilada fue inmovilizada sobre tiras limpias de N/A,
selladas con una lamina e incubadas O/N a temperatura ambiente con agitacion.

Al dia siguiente la solucion de fago fue retirada de los pozos recubiertos con antigeno y los pozos fueron lavados.

Para las criba por semisolucién estandar los fagos prelimpiados bloqueados (Chemiblock/Tween 20 al 0.05%),
fueron agregados a un nuevo tubo de reaccién prebloqueado de 1.5 ml (Chemiblock/Tween 20 al 0.05%) y luego se
agreg0 esclerostina humana biotinilada hasta una concentracién final de 100 nm y se incubd O/N a temperatura
ambiente con agitacién.

Al dia siguiente la solucién fago-antigeno del tubo de reaccion de 1.5 ml fue agregada a los nuevos pozos
bloqueados de las tiras de NeutrAvidin y se dejé en enlazamiento durante 30 minutos a temperatura ambiente y
luego se lavaron.

Para ambos procedimientos de criba los fagos enlazados fueron eludidos después de lavado agregando 300 pl de
DDT 20 nM en Tris/HCI pH 8.0 10 mm por pozo durante 10 minutos a temperatura ambiente. El eluido fue retirado y
agregado a 15 ml de células de E. coli TG1 cultivadas hasta un ODeggo nm de 0.6 — 0.8. La infeccidn con fago de la E.
coli fue permitida durante 45 minutos a 37°C sin agitacion. Después de la centrifugacion durante 5 minutos a 4120 x
g, las pellas bacterianas fueron cada una resuspendidas en 600 pl de medio 2xYT, sembradas sobre placas de agar
LB-CG e incubadas O/N a 30°C. Las colonias fueron entonces raspadas de las placas y los fagos fueron rescatados
y amplificados.

La segunda y tercera rondas de seleccién fueron llevadas a cabo de manera idéntica a la primera ronda de seleccion
con la Unica diferencia de que las condiciones de lavado después del enlazamiento del fago fueron mas restrictivas.

e Criba en solucion sobre esclerostina

Para este tipo de criba se lavaron 200 pl de perlas magnéticas de estreptavidina (Dynabeads M-280; Dynal) con
PBS y se bloquearon con Chemiblock durante 2 horas a temperatura ambiente. Se bloquearon 500 pl de fagos con
Chemiblock durante 1 hora a temperatura ambiente en rotacién. Los fagos bloqueados fueron preabsorbidos dos
veces contra 50 pl de perlas magnéticas de estreptavidina bloqueadas durante 30 minutos. El sobrenadante del fago
fue transferido a un nuevo tubo de reaccién bloqueado de 2 ml y se agregaron diferentes concentraciones de
esclerostina biotinilada humana (véase Tablas 5, 6 y 7) y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente con
rotacion. Se agregaron 100 pl de las perlas magnéticas de estreptavidina bloqueadas a cada reserva de criba y se
incubaron durante 10 minutos sobre un rotador. Las perlas fueron recolectadas con un separador de particulas
(Dynal MPC-E) durante aproximadamente 2.5 minutos y la solucion fue retirada cuidadosamente. Después de los
ciclos de lavado (Tabla 2), los fagos enlazados fueron eludidos agregando 300 ul de DDT 20 mM en Tris/HCI pH 8.0
10 mM por pozo durante 10 minutos a temperatura ambiente. El eluido fue retirado y se agreg6 a 15 ml de células de
E. coli TG1 F" cultivadas hasta un ODeoo nm de 0.6 — 0.8. La infeccién por fago de E. coli fue permitida durante 45
minutos a 37°C sin agitacion. Después de la centrifugacién durante 5 minutos a 4120 x g, las pellas bacterianas
fueron resuspendidas cada una en 600 ul de medio 2xYT, sembradas sobre placas de agar LB-CG e incubadas O/N
a 30°C. Las colonias fueron entonces raspadas de las placas y los fagos fueron rescatados y amplificados.

La segunda y tercera rondas de seleccion fueron llevadas a cabo de manera idéntica a la primera ronda con la Unica
diferencia de que las condiciones de lavado después del enlazamiento del fago fueron mas restrictivas. En la
segunda y tercera ronda de seleccién para algunas condiciones de criba se redujo la concentracion de antigeno.

Subclonacién y expresion de fragmentos Fab seleccionados
Microexpresion de fragmentos Fab seleccionados

Para facilitar la expresién rapida de Fab solubles, los insertos de codificacion de Fab de los fagos HUCAL GOLD®
seleccionados fueron subclonados a través de Xbal y EcoRI a partir del vector de despliegue respectivo en el vector
de expresion de E. coli pMORPH®X9_MH (Rauchenberger et al.,, 2003). Después de la transformaciéon de los
plasmidos de expresion en las células de E. coli TG1 F se seleccionaron clones individuales resistentes al
cloranfenicol en los pozos de una placa de microtitulacion estéril de 96 pozos prellenada con 100 ul de medio 2xYT-
CG y se cultivaron O/N a 37°C. Se transfirieron 5 ul de cada cultivo de E. coli TG-1 a una placa de microtitulacién
estéril de 96 pozos prellena con 100 pl de medio 2xYT suplementado con 34 pg/ml de cloranfenicol y 0.1 % de
glucosa por pozo. Las placas de microtitulacion fueron incubadas a 30°C agitando a 400 rpm sobre un agitador de
microplacas hasta que los cultivos estuvieron ligeramente turbios (aproximadamente 2-4 horas) con un ODggonm de
aproximadamente 0.5. A estas placas de expresion, se agregaron 20 pl de medio 2xYT suplementado con 34 pg/mi
de cloranfenicol e IPTG 3 mM (isopropil-B-D-tiogalactopirandsido) por pozo (concentracion final: IPTG 0.5 mM), las
placas de microtitulacion fueron selladas con una cinta permeable al gas, y se incubaron durante la noche a 30°C
con agitacién a 400 rpm.
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Generacion de lisados de células enteras (extractos BEL): a cada pozo de las placas de expresion, se agregaron 40
ul de regulador BEL y se incubaron durante 1 hora a 22°C sobre un agitador de placas de microtitulacion (400 rpm).

Expresion y purificacién de anticuerpos HUCAL®-Fab en E.coli

La expresion de los fragmentos Fab codificada por pMORPH®X9_Fab_MH en células de E. coli TG1 F- en escala
mayor fue llevada a cabo en cultivos en matraces agitados utilizando 750 ml de medio 2xYT suplementado con 34
png/ml de cloranfenicol. Los cultivos fueron agitados a 30°C hasta que el ODggonm alcanzé 0.5. La expresion de Fab
fue inducida por la adicion de IPTG 0.75 mM (isopropil-B-D-tiogalactopirandsido) y cultivé durante 20 horas
adicionales a 30°C. Las células fueron recolectadas y perturbadas utilizando lisozima y fragmentos Fab aislados por
cromatografia sobre Ni-NTA. Los pesos moleculares aparentes fueron determinados por cromatografia de exclusién
por tamafio (SEC) con estandares de calibracion. Las concentraciones fueron determinadas por espectrofotometria
UV (Krebs et al., 2001).

Ejemplo 2: Identificacién de anticuerpos HuCAL® especificos de esclerostina

Ensayo inmunosorbente enlazado por enzimas (ELISA) para deteccién de esclerostina que enlaza Fab sobre
esclerostina directamente recubierta

Se recubrieron placas de 384 pozos Maxisorp (Nunc, Rochester, NY, Estados Unidos) con 20 pl de antigeno
(esclerostina humana-producida en células HEK, esclerostina humana producida en células de E. coli y esclerostina
de ratén) 2.5 pg/ml en PBS, pH 7.4 O/N 4°C.

Las placas fueron bloqueadas con PBS/ Tween 20 al 0.05% (PBST) que contenia leche en polvo al 5% durante 1
hora a temperatura ambiente. Después de lavar los pozos con PBST, se agregaron extracto de BEL, Fab de HUCAL
GOLD® purificados o Fab de control diluidos en PBS a los pozos y se incubaron durante 1 hora a temperatura
ambiente. Para detectar los anticuerpos primarios, los siguientes anticuerpos secundarios fueron aplicados:
fosfatasa alcalina (AP)-fragmento de F(ab’)2 AffiniPure, antihumano de cabra, IgG antiratén (Jackson
ImmunoResearch). Para la deteccion de conjugados de AP se utilizaron sustratos fluorogénicos como AttoPhos
(Roche) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Entre todas las etapas de incubacion, los pozos de la placa
de microtitulacion fueron lavados con PBST tres veces y cinco veces después de la incubacion final con el
anticuerpo secundario. La fluorescencia fue medida en un lector de placas TECAN Spectrafluor.

Seleccidn por captura con esclerostina biotinilada

Esta clase de ELISA fue utilizada para seleccionar Fab de HUCAL GOLD® después de proceder con las cribas en
solucion.

Placas de 384 pozos Maxisorp (Nunc, Rochester, NY, Estados Unidos) fueron recubiertas con 20 pl de 1gG,
antihumana de oveja 5 pg/ml especifica para el fragmento Fd (The Binding Site, Birmingham, Reino Unido), diluida
en PBS, pH 7.4.

Después de bloquear con BSA al 3% en TBS, se agregaron Tween 20 al 0.05% durante 2 horas a temperatura
ambiente, extractos periplasmicos o Fab purificados de HUCAL GOLD® y se incub6 durante 1 hora a temperatura
ambiente. Después de lavar las placas cinco veces con PBST se agregaron 20 ul de esclerostina biotinilada para
enlazamiento especifico o transferina biotinilada para enlazamiento no especifico en los pozos.

Subsecuentemente la esclerostina del antigeno biotinilado se dejé enlazar a los fragmentos de Fab de HuCAL®™
capturados. Después del lavado se incubd con estreptavidina (Zymex) conjugada con fosfatasa alcalina. Para la
deteccién de AP-estreptavidina se utilizaron sustratos fluorogénicos como AttoPhos (Roche) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania). La emision de fluorescencia a 535 nm fue
registrada con excitacion a 430 nm.

Resultados:

Después de las cribas las reservas de fago enriquecidas fueron subclonadas a partir del vector de la biblioteca
pMORPH®23 (permitiendo un despliegue del anticuerpo eficiente sobre la superficie del fago) en el vector de
expresion pMORPH®X9_Fab_MH el cual media en la expresion periplasmica de los Fab solubles. Los clones
individuales fueron seleccionados y los Fab solubles fueron expresados a partir de estos clones individuales. En
total, se analizaron aproximadamente 4600 clones en seleccién primaria la cual fue ejecutada por enlazamiento de
los Fab directamente a partir de los lisados bacterianos a esclerostina humana y de ratén y movilizadas sobre placas
de microtitulacién Maxisorp o por captura de los Fab a través del anticuerpo anti Fd en placas de microtitulacién
Maxisorp seguido por enlazamiento de la esclerostina humana biotinilada. La deteccion fue llevaba a cabo en ELISA
después de marcacién con un anticuerpo (Fab)'2 antihumano marcado con fosfatasa alcalina o utilizando
estreptavidina fosfatasa alcalina.
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Los aciertos obtenidos a partir de la primera seleccion sobre la esclerostina recombinante con sefiales de mas de 5
veces sobre la sefial de fondo fueron analizados posteriormente en cuanto al enlazamiento a HEK y esclerostina de
E. coli y a esclerostina de raton bien sea directamente recubierta o en soluciéon utilizando esclerostina biotinilada.
Los aciertos que reconocen todos los derivados de esclerostina fueron seleccionados y secuenciados.

Caracterizacion de los Fab de HuCAL GOLD®
Determinacion de afinidad utilizando Biacore

Con el fin de caracterizar adicionalmente los anticuerpos antiesclerostina, se determiné la afinidad a esclerostina
humana, de ratén o Cynomolgus. La proteina esclerostina recombinante fue inmovilizada sobre un chip CM5 Biacore
y los Fab fueron aplicados en la fase movil en diferentes concentraciones. Para una determinacién confiable de las
afinidades monovalentes solamente se utilizaron tales lotes de Fab para las mediciones en Biacore que mostraron =
90% de fraccion monomeérica en una cromatografia de exclusién por tamafio cualitativa.

De las afinidades para la esclerostina humana, de Cynomolgus y de ratdn fueron determinadas en Biacore. Las
afinidades varian desde subnanomolar hasta por encima de 500 nM sobre esclerostina humana, a casi 5000 nM de
Cynomolgus y a 4500 nM de ratén.

Ejemplo 3: Identificacién de candidatos Fab de esclerostina antihumana que inhiben el enlazamiento de esclerostina
a BMP-2 inmovilizado utilizando el dispositivo BioVeris™

Todos los Fab generados y purificados fueron probados en una potencia de inhibicion de enlazamiento basada en
BioVeris para su capacidad de inhibir el enlazamiento de la esclerostina a BMP-2 recombinante humano. Se
probaron dos condiciones de restriccion diferentes (0.1% versus 1% de Tween 20 en sistema regulado). 9 de 27 Fab
fueron capaces de inhibir el enlazamiento de la esclerostina a BMP-2 inmovilizado bajo condiciones de regulacion
restrictivas.

Ejemplo 4: Reversion de la inhibicién de esclerostina de produccién de ALP inducida por BMP-2 en células MC3T3
Conversiones de IgG de enlazamientos originales y caracterizacion de IgG

Se convirtieron 21 candidatos en el formato de IgGl humana subclonando en el vector de expresién
PMORPH®_h_Ig y los constructos de cadena ligera correspondientes de las series del vector pMORPH® _h_Ig ,
respectivamente. La expresion fue llevada a cabo por transfeccion transiente de células HEK293 o HKB11 y las
inmunoglobulinas de longitud completa fueron purificadas a partir del sobrenadante del cultivo celular. La
funcionalidad de la IgG1 después de la purificacion fue establecida mediante enlazamiento por ELISA a esclerostina
humana, de ratén y de Cynomolgus inmovilizada.

IgG en Bioensayo primario

Todas las higG purificadas fueron tituladas y probadas en el ensayo ALP. Este ensayo fue confiable con respecto a
la inhibicién de la esclerostina por BMP-2 pero los candidatos seleccionados no pudieron mostrar inhibicién de la
esclerostina en todos los experimentos (variacion de actividad de ensayo a ensayo, variacion de placa a placa, alta
varianza con pozos en triplicado). Por lo tanto solo fue posible una clasificacion de actividad de la IgG.

Ejemplo 5: Maduracién de afinidad de Fab antiesclerostina seleccionados por intercambio paralelo de casetes
LCDR3 y HCDR2

Los resultados de la prueba de las IgG en el ensayo ALP permiti6 solamente una clasificacion. A partir de esta
clasificacion, se seleccionaron 4 Fab sobre alto riesgo para maduracion por afinidad. Todos los candidatos fueron
seleccionados optimizados como candidatos probables individuales en L-CDR3 y H-CDR2.

Para incrementar la afinidad y la actividad biolégica de los cuatro fragmentos de anticuerpos seleccionados, la
regiones LCDR3 y LCDR2 fueron optimizadas en paralelo por mutagénesis en casete utilizando mutagénesis dirigida
(Virnekas et al., 1994), en donde las regiones marco fueron mantenidas constantes. Antes de la clonacién de las
bibliotecas de maduracion, todos los fragmentos Fab originales fueron transferidos desde el vector de expresion
pMORPH®x9_MH al vector de maduracion CysDisplay™ pMORPH®25 a través de los sitios de restriccion Xbal/
EcoRI. Este vector provee la proteina de fago plll fusionada en el terminal N a un residuo de cisteina asi como una
cisteina terminal en C fusionada a la cadena del anticuerpo Fd y permite asi un despliegue enlazado por disulfuro de
los respectivos fragmentos de Fab sobre la superficie del fago.

Para la generacion de las bibliotecas de HCDR2 la region HCDR2 de cada Fab original fue escindida y reemplazada

por un relleno de 590 bp. Este relleno de ADN facilita la separacion de las bandas de vector de digestién sencilla con
respecto a aquellas de digestion doble y reduce la sefial de fondo para los Fab originales de alta afinidad durante las
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cribas de maduracién. En una etapa subsecuente, el agente de relleno fue escindido de los plasmidos que codifican
Fab de cada clon original y reemplazado por el casete de maduracién HCDR2 altamente diversificado.

En paralelo, la regién LCDR3 de cinco de los cuatro clones originales fue reemplazada por un casete de maduracion
diversificado LCDRS3 sin clonacién intermediaria de un agente de relleno.

Los tamafios de las bibliotecas de maduracién variaron entre 1x10’ y 4x108 clones con un fondo de clonacion por
debajo del 1%, y el control de calidad por secuenciamiento revelo una buena calidad de cada biblioteca. Solamente
la biblioteca LCDR3 del clon original MOR04520 tenia un tamafio bajo (<106) y muchos clones incorrectos y por lo
tanto no fue incluida en las cribas de maduracién.

Para cada biblioteca de maduracién LCDR3 y HCDR2, se prepararon los fagos que despliegan anticuerpos y los
titulos del fago fueron determinados por titulaciéon de la mancha.

Estrategias de criba para maduracion por afinidad

Los fagos que despliegan anticuerpo a partir de las siguientes bibliotecas de maduracién fueron sometidos a cribas y
selecciones separadas:

Candidato 1: MOR04518 (L-CDR3 maduracién)
Candidato 1: MOR04518 (H-CDR2 maduracion)
Candidato 2: MOR04520 (H-CDR2 maduracion)
Candidato 3: MOR04532 (L-CDR3 maduracion)
Candidato 3: MOR04532 (H-CDR2 maduracion)
Candidato 4: MOR04799 (L-CDR3 maduracién)
Candidato 4: MOR04799 (H-CDR2 maduracion)

Para cada biblioteca candidato se ejecutaron tres diferentes cribas. Para cada estrategia de criba fueron aplicadas
diferentes condiciones de restriccion. Para incrementar la restriccion de la criba y para seleccionar ratas mejoradas,
se llevaron a cabo lavado y competiciéon con Fab originales o con esclerostina recombinante soluble. Después de las
cribas de maduracion, las reservas de fagémidos enriquecidos fueron subclonadas en el vector de expresion
pMORPH®x9_MH. Aproximadamente se seleccionaron 2900 clones y los Fab se expresaron por inducciéon con
IPTG.

Clasificacion de afinidad BioVeris TM y seleccion de afinidades mejoradas

Para la identificacion de Fab especificos de esclerostina mejorados en afinidad los lisados bacterianos de
aproximadamente 2900 clones fueron diluidos y verificados en cuanto al enlazamiento de Fab con esclerostina
humana biotinilada inmovilizada sobre perlas recubiertas con estreptavidina. El enlazamiento fue analizado con una
BioVeris Workstation. Estos clones que dan las sefiales mas altas indican una afinidad mejorada y fueron por lo
tanto escogidos para analisis posterior por titulacién en equilibrio en soluciéon. Para este propdsito, se seleccionaron
176 clones individuales y las afinidades preliminares fueron determinadas a través de una titulacion de equilibrio en
solucion de 4 puntos (SET) en BioVeris. A partir de estos datos, se seleccionaron 24 clones que mostraban las
mejores afinidades. Estos Fab fueron purificados en la escala mg.

Las afinidades finales fueron determinadas utilizando una medicion SET de 8 puntos y esclerostina humana, de
ratén y cynomolgus.

Fab optimizados en bioensayo primario

Los Fab optimizados fueron probados en el ensayo de ALP celular. La mayor parte de ellos fueron inactivos; y se
observd una reversion variable de la inhibicion de esclerostina con algunos Fab. Por lo tanto, una selecciéon de
clones fue convertida en formato IgG2a humano/ratén y se probd de la misma manera. Pero estos clones en el
formato 1gG2a humano/ratén no pudieron reversar completamente la inhibicion de esclerostina y no se pudo
alcanzar el criterio de ECso deseado (<10nM). El candidato mejor madurado MOR05177 (VL madurado a partir del
MORO04518 original) mostré un Fab de 50 nM o a 140 — 467 nM de IgG2a humana/de raton con restauracion de 75 —
85% de la sefal ALP.

Ejemplo 6: Identificacion de anticuerpos antiesclerostina a partir de Fab e 1gG originales y optimizados en un nuevo
bioensayo primario

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2448 542 T3

Con base en nuevas publicaciones (Wu et al., JBC 2005, He et al., JBC 2005, Bezooyen et al., ASBMR 2005,
Winkler et al., JBC 2005), que muestra que la esclerostina tiene impacto sobre la sefializacion de Wnt directamente
o indirectamente, se desarrolla un nuevo bioensayo funcional.

Este ensayo se basa sobre la capacidad de la esclerostina para inhibir la activacion de STF mediada por Wntl en
células HEK293.

En este ensayo, todos los Fab identificados en la seleccion inicial mas todos los Fab identificados en la maduracion
por afinidad fueron probados. Se hace obvio que la afinidad incrementada de los Fab madurados se refleja en la
potencia y eficacia incrementadas en el ensayo de wnt-1.

Al probar todos los Fab originales se identificaron dos anticuerpos adicionales como patrones prometedores para
una maduracién de afinidad adicional. La figura 1 muestra la actividad de MOR05813_IgG2lambda, uno de los
anticuerpos mas potentes identificados en el ensayo de wnt-1.

Ejemplo 7: Caracterizacion de Fab originales y madurados por afinidad en otros bioensayos
Actividad de Fab originales y madurados por afinidad en el ensayo de mineralizacién

El ensayo de mineralizacién se basa en la capacidad de las células MC3T3 para formar una matriz mineralizada,
indicando su capacidad para sufrir diferenciacion osteogénica. Se midié una fuerte mineralizacion (>1 pg de calcio
depositado por pozo (formato de 96 pozos)) después de 14 dias en toda las concentraciones de BMP-2 probadas.
La adicidon de concentraciones incrementadas de esclerostina indujo una inhibicién dependiente de la dosis de la
mineralizacién inducida por BMP-2 (2.1 nM) (ICso: 120 nM) (datos no mostrados).

La figura 2 muestra un ejemplo de mineralizacién en presencia de MOR05813_Fab. El anticuerpo podria restaurar la
mineralizacién inducida por BMP-2 hasta un maximo de 80% de la respuesta inicial, en donde un Fab antilisozima
usado como control negativo no tuvo efecto.

Actividad de Fab original y madurado por afinidad en ELISA de LRP6 / esclerostina

La ELISA de LRP6 / esclerostina se basa en la capacidad de la esclerostina para enlazarse a LRP6. Para
caracterizar adicionalmente los Fab producidos, se probd una seleccion de Fab e IgG en este ensayo. En la
presencia de un anticuerpo antiesclerostina de R&D (1000 ng/ml=~7 nM), el enlazamiento de esclerostina (0.9 nM) a
LRP6 fue inhibido en un 68% en comparacion con el control (datos no mostrados).

La MORO05813_IgG2 lambda inhibié el enlazamiento de esclerostina a LRP6 hasta un 90% a 90 nM, mientras que
una IgG antilisozima utilizada como control negativo no tuvo efecto sobre el enlazamiento de la esclerostina a LRP6
(figura 3).

Actividad de Fab originales y madurados por afinidad en el ensayo fosfo-Smad1

El ensayo fosfo-Smad-1 (Western) se basa en la capacidad de BMP-6 para inducir la fosforilacion de Smad1 al cabo
de 15 minutos en células MC3T3. La MOR05318_1gG2 lambda inhibié la accion de la esclerostina sobre fosforilacion
de Smad1l inducida por BMP-6 con un ECso de 115 nM y restaurd la fosforilacion de Smadl hasta un maximo de
66% de la fosforilacion inducida por BMP-6. El control negativo de I1gG antilisozima (IgG C) no tuvo efecto (figura 4).

Ejemplo 8: Efecto de LRP4, un novedoso asociado de interaccidon con SOST, sobre la actividad del anticuerpo anti
SOST

Con la excepcion del ARNsi LRP4 e, la anulacion del ARNm LRP4 no afecta la actividad de STF en ausencia de
SOST. Sin embargo, reduce la habilidad del SOST para inhibir la actividad de STF, entre 10 y 30%. Esto fue cierto
para todos los cinco ARNsi probados individualmente (figura 5A) o en diferentes combinaciones (datos no
mostrados). Por sobreexpresion el LRP4 disminuyo el ICso de SOST en 5y 16 veces en el ensayo superinstantaneo
de HEK y c28a2, respectivamente (figura 5B y C). Este efecto fue especifico en el sentido de que el LRP4
sobreexpresado no tenia efecto sobre la anulacién del ICso de DKK1 del LRP4 (ARNsi que disminuyo la accién
inhibidora de SOST en STF inducido por Wnt-1, mientras que no disminuye la accién inhibidora del DKK1 (figura
5E). A su vez, el LRP4 disminuye la accion del anticuerpo anti SOST incrementando el ECso del MOR05813_1gG2a
desde 17.2 nM hasta 30 nM (figura 5E). Estos datos sugieren que el LRP4 es un facilitador de la accién del SOST.

Ejemplo 9: Nueva maduracion

Para incrementar la afinidad y la actividad biol6gica de dos fragmentos de anticuerpos recién seleccionados con
base en los resultados obtenidos a partir de los bioensayos, las regiones LCDR3 y HCDR2 fueron optimizadas en
paralelo por mutagénesis en casete utilizando mutagénesis dirigida (Virnekas et al., 1994), mediante lo cual las
regiones marco fueron mantenidas constantes. Antes de clonar las bibliotecas de maduracién, todos los fragmentos
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de Fab ori%jlnales fueron transferidos del vector de expresion pMORPH®X9_MH en el vector de maduracion
CysDisplay pMORPH®25 a través de los sitios de restriccion Xbal/EcoRI. Este vector provee la proteina de fago
PIll fusionada en el terminal N a un residuo de cisteina asi como una cisteina terminal C fusionada a una cadena del
anticuerpo Fd y permite asi el despliegue enlazado por disulfuro de los respectivos fragmentos de Fab sobre la
superficie del fago.

Para la generacion de las bibliotecas HCDR2 la region HCDR2 de cada Fab original fue escindida y reemplazada
por un agente de relleno de 590 bp. Este agente de relleno de ADN facilita la separacion de las bandas de vectores
de digestion sencilla con respecto a las de digestion doble y reduce la sefial de fondo de los Fab originales de alta
afinidad durante las cribas de maduracién. En una etapa subsecuente, el agente de relleno fue escindido a partir de
los plasmidos que codifican Fab de cada clon original y reemplazado por el casete de maduracién HCDR2 altamente
diversificado.

En paralelo, la regién LCDR3 de cinco de los cuatro clones originales fue reemplazada por un casete de maduracion
diversificado LCDRS3 sin clonacién intermedia de un agente de relleno.

Los tamafios de las bibliotecas de maduracién variaron entre 2x10’ y 2x10° clones con una sefial de fondo de
clonaciéon por debajo del 1%, y el control de calidad por secuenciamiento reveld una buena calidad de cada
biblioteca. Para cada biblioteca de maduracion de LCDR3 y HCDRZ2, los fagos que despliegan el anticuerpo fueron
preparados y los titulos de los fagos fueron determinados por titulacion de mancha.

Estrategias de criba para maduracion por afinidad adicional

Los fagos que despliegan anticuerpos a partir de las siguientes bibliotecas de maduracién fueron sometidos a cribas
y selecciones separadas:

Candidato 1: MOR04525 (L-CDR3 maduracién)
Candidato 1: MOR04525 (H-CDR2 maduracion)
Candidato 2: MOR04529 (L-CDR3 maduracion)
Candidato 2: MOR04529 (H-CDR2 maduracion)

Para cada candidato o biblioteca de reserva se llevaron a cabo tres cribas diferentes, aplicando para cada estrategia
de criba diferentes condiciones de restriccion. Para incrementar la restriccion de criba y para seleccionar las ratas
mejoradas, se llevo a cabo la competicién con esclerostina recombinante soluble durante periodos de incubacién y
lavado prolongados.

Después de las cribas las reservas de fagémidos enriquecidas fueron subclonadas en el vector de expresion
pMORPH®X9_MH. Se seleccionaron aproximadamente 1600 clones individuales y los Fab fueron expresados por
induccion con IPTG.

El criterio de afinidad de < 100 pM para esclerostina humana fue satisfecho por los derivados de ambos Fab
originales. La reactividad cruzada obligada con esclerostina de cynomolgus y con esclerostina de raton de < 500 pM
fue satisfecha con los derivados de ambos Fab originales. EIl MOR04525 produjo mas clones que tienen afinidades
mas altas con las tres especies.

Ejemplo 10: Caracterizacion de anticuerpos antiesclerostina en estudios in vivo

Ratones OF1/IC hembra de 18 meses de edad (n=16/grupo, Charles River, Francia) recibieron administracién dos
veces a la semana por via intravenosa de anticuerpo antiesclerostina MOR05813 (24.5 mg/kg, mlgG2a) o anticuerpo
de control de isotipo (anti-PC-migG2a). Los grupos de control recibieron diariamente por via subcutanea 100
microg/kg de PTH (1-34) o vehiculo (PBS + BSA al 0.1%). El tratamiento durd 2.5 semanas para todos los animales.
La mitad de los animales (n=8/grupo) fue sacrificada en ese momento para analisis histomorfométrico. Estos
animales habian recibido marcadores de fluorocromo 10 y 3 dias antes de la necropsia para evaluacion
histomorfométrica de la dindmica de formacién de huesos. El tratamiento continuo para el resto de los animales
(n=8/grupo) hasta 5 semanas.

Los animales fueron monitoreados en cuanto a los cambios en masa, densidad y geometria 6sea. La tomografia
computarizada cuantitativa periférica in vivo [pQCT] demostré que el MOR05177 es un anabdlico 6seo fuerte en la
tibia proximal de ratones mayores que incrementan el contenido mineral de los huesos (figura 6) y la densidad
(figura 7). El efecto anabdlico dseo ocurre tanto en el compartimiento éseo cortical (figura 8) como esponjoso (figura
9). Estos datos sugieren que el efecto inhibidor observado de la MOR05813 sobre la accién de la esclerostina en el
ensayo de informador de sefializacion de Wnt en células no osteoblasticas se traduce en induccién de respuestas de
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formacion de hueso debido a la inhibicién de la esclerostina in vivo. La magnitud de la respuesta anabolica 6sea en
ratones es comparable con el anabolismo 6seo inducido por una alta dosis de hPTH (1-34).

El andlisis por microCT demuestra incrementos en el volumen 6seo trabecular (figura 9) relacionado principalmente
con un engrosamiento de las estructuras ésea trabeculares consistentes con el anabolismo 6seo (figura 10).

La densidad mineral ésea se incrementd adicionalmente en animales, los cuales fueron tratados hasta por 5
semanas (figura 11). La densidad mineral 6sea evaluada ex vivo por DEXA se incrementé en el esqueleto
apendicular (tibia, fémur), y axial (vértebras lumbares) (figura 12 — 14). El efecto fue comparable con el medido en el
grupo de control positivo tratado diariamente con 100 micro/kg de hPTH (1 — 34).

Los andlisis basados en el marcador de fluorocromo histomorfométricos de la dinamica de formacion Osea
demostraron que la ganancia en masa 6sea fue debida a un incremento sustancial en las ratas de formacion de
hueso en el esqueleto apendicular (figura 15) y axial (figura 18). Los efectos fueron comparables con los de una alta
dosis de PTH (1 — 34). Los incrementos en las ratas de formacion éseas estuvieron relacionados ambos con
incrementos en las ratas de aposicién mineral (figura 16) y en la superficie de mineralizacion (figura 17). La resorcion
6sea no se incremento por el tratamiento tal como lo demostré la medicién de la superficie de los osteoclastos
(figura 19).

Ejemplo 11: Seleccion de anticuerpos que bloquean por cruzamiento la esclerostina que enlaza a anticuerpos de la
presente invencién

Ensayo de bloqueo cruzado Biacore

Lo que sigue describe en general un ensayo Biacore adecuado para determinar si un anticuerpo u otro agente de
enlazamiento hacen bloqueo cruzado o es capaz de hacer bloqueamiento cruzado en anticuerpos de acuerdo con la
invencion. Sera evidente que los ensayos pueden ser utilizados con cualquiera de los agentes de enlazamiento de
esclerostina descritos aqui.

La maquina Biacore (por ejemplo la Biacore 3000) se opera en linea con las recomendaciones del fabricante.

La esclerostina puede ser acoplada por ejemplo a un chip CM5 Biacore a manera de quimica de acoplamiento de
amina utilizada de rutina, por ejemplo, acoplamiento de amina EDC-NHS, para crear una superficie recubierta con
esclerostina. Con el fin de mantener niveles medibles de enlazamiento, pueden acoplarse tipicamente 200 — 800
unidades de resonancia de esclerostina al chip (esta cantidad da niveles medibles de enlazamiento y al mismo
tiempo es facilmente saturable por las concentraciones del reactivo de prueba que esta siendo usado).

Una manera alternativa de enlazar esclerostina al chip de Biacore es utilizando una versiéon “etiquetada” de la
esclerostina, por ejemplo, esclerostina etiquetada con His en terminal N o terminal C. En este formato, un anticuerpo
anti-His puede ser acoplado al chip Biacore y luego la esclerostina etiquetada con His puede ser pasada sobre la
superficie del chip y capturada por el anticuerpo anti-His.

Los dos anticuerpos a los cuales se va a establecer la capacidad para bloqueo cruzado uno con otro se mezclan en
cantidades estequiométricas, por ejemplo, en una relaciébn molar uno a uno, de sitios de enlazamiento en un
regulador adecuado para crear la mezcla de prueba. El regulador usado es tipicamente un regulador que
normalmente se utiliza en la quimica de proteinas, tal como por ejemplo PBS (NaCl 136 mM, KCI 2.7 mM, Na;HPO4
10 mM, KH2PO4 1,76 mM, pH 7.4). Cuando se calculan las concentraciones de una base de un sitio de enlazamiento
se asume que el peso molecular de un anticuerpo es el peso molecular total del anticuerpo dividié por el nimero de
sitios de enlazamiento objetivo (esto es esclerostina) sobre ese anticuerpo.

La concentracion de cada anticuerpo en la mezcla de prueba deberia ser lo suficientemente alta para asegurar la
saturacion de los sitios de enlazamiento para ese anticuerpo sobre las moléculas de esclerostina que estan
enlazadas al chip de Biacore. Los anticuerpos en la mezcla estan en la misma concentracion molar (sobre una base
de enlazamiento) y la concentracion estaria tipicamente entre 1.0 mM y 1.5 mM (sobre la base de un sitio de
enlazamiento).

También se preparan soluciones separadas que contienen los anticuerpos separados sobre si mismos. El regulador
utilizado para estas soluciones separadas deberia ser del mismo regulador y a la misma concentracién que el usado
para la mezcla de prueba.

La mezcla de prueba se pasa sobre el chip Biacore recubierto con esclerostina y se registra el enlazamiento. Los
anticuerpos enlazados se retiran posteriormente por tratamiento del chip con por ejemplo, un acido, tal como HCI 30
mM durante aproximadamente 1 minuto. Es importante que las moléculas de esclerostina que estén enlazadas al
chip no se deterioren.
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La solucién del primer anticuerpo solo se pasa entonces sobre la superficie recubierta con esclerostina y se registra
el enlazamiento. Después de esto, el chip es tratado para retirar todo el anticuerpo enlazado sin deteriorar la
esclerostina enlazada al chip, por ejemplo, por medio del tratamiento acido antes mencionado.

La solucién del segundo anticuerpo sola es pasada entonces sobre la superficie recubierta con esclerostina y se
registra la cantidad de enlazamiento.

El enlazamiento tedrico maximo puede ser definido como la suma del enlazamiento de la esclerostina de cada
anticuerpo separadamente. Se compara este entonces con el enlazamiento real de la mezcla de anticuerpos
medido. Si el enlazamiento real es inferior al del enlazamiento tedrico, los dos anticuerpos se estan bloqueando
cruzadamente uno con otro.

Ensayo de bloqueo cruzado basado en ELISA

El bloqueo cruzado de un anticuerpo antiesclerostina u otro agente enlazante de esclerostina puede ser detectado
también utilizando un ensayo ELISA.

El principio general del ensayo ELISA involucra el recubrimiento de un anticuerpo antiesclerostina sobre los pozos
de una placa de ELISA. Una cantidad en exceso de un segundo anticuerpo antiesclerostina, potencialmente
bloqueador cruzado se agrega entonces en solucién (esto es no enlazado a la placa de ELISA). Se agrega entonces
una cantidad limitada de esclerostina a los pozos.

El anticuerpo que ha sido recubierto sobre los pozos y el anticuerpo en solucién competiran por el enlazamiento del
numero limitado de moléculas de esclerostina. La placa se lava entonces para eliminar la esclerostina que no ha
sido enlazada al anticuerpo de la recubierta y también para retirar el segundo anticuerpo, en fase de solucion, asi
como cualquier complejo formado entre el segundo anticuerpo en fase de solucién y la esclerostina. La cantidad de
esclerostina enlazada se mide entonces utilizando un reactivo apropiado de deteccién de esclerostina. Un anticuerpo
en solucion que es capaz de bloquear en cruzado el anticuerpo recubierto sera capaz de producir un descenso en el
namero de moléculas de esclerostina que el anticuerpo recubierto puede enlazar con respecto al nimero de
moléculas de esclerostina que el anticuerpo recubierto puede enlazar en ausencia del segundo anticuerpo en fase
de solucion.

Este ensayo se describe en mas detalle mas adelante para dos anticuerpos denominados Ab-X y Ab-Y. en el caso
en el que se escoge Ab-X para ser el anticuerpo inmovilizado, se recubre sobre los pozos de la placa de ELISA,
después de lo cual las placas se bloquean con una solucion bloqueadora adecuada para minimizar el enlazamiento
no especifico de reactivos que se agregan subsecuentemente. Una cantidad en exceso de Ab-Y se agrega entonces
a la placa de ELISA de tal manera que las moles de los sitios de enlazamiento de esclerostina Ab-Y por pozo son al
menos 10 veces mas altas que las moles de sitios de enlazamiento de esclerostina Ab-X que fueron utilizadas, por
pozo, durante el recubrimiento de la placa de ELISA. La esclerostina se agrega de tal manera que las moles de
esclerostina agregadas por pozo son al menos 25 veces inferiores que las moles de los sitios de enlazamiento de
esclerostina Ab-X que fueron utilizadas para recubrir cada pozo. Después de un periodo de incubaciéon adecuada, la
placa de ELISA se lava y se agrega un reactivo de deteccion de esclerostina para medir la cantidad de esclerostina
enlazada especificamente por el anticuerpo antiesclerostina recubierto (en este caso Ab-X). La sefial de fondo para
el ensayo se define como la sefial obtenida en los pozos en donde el anticuerpo recubierto en este caso Ab-X, el
segundo anticuerpo en fase de solucion (en este caso Ab-Y), el regulador de esclerostina solamente (esto es sin
esclerostina) y los reactivos de deteccion de esclerostina. La sefial de control positivo para el ensayo se define como
la sefal obtenida en pozos en donde el anticuerpo recubierto (en este caso Ab-X), el regulador del segundo
anticuerpo en fase de solucion solamente (esto es, sin segundo anticuerpo en fase de solucién), esclerostina y los
reactivos de deteccién de la esclerostina. El ensayo de ELISA necesita ser desarrollado de manera tal que tenga la
sefial de control positiva al menos 6 veces la sefial de fondo.

Para evitar que cualquier artefacto (por ejemplo afinidades significativamente diferentes entre Ab-X y Ab-Y para la
esclerostina) resultante de la seleccion de cual anticuerpo utilizar como anticuerpo de recubrimiento y cual utilizar
como segundo anticuerpo (competidor), el ensayo de bloqueo cruzado necesita ser desarrollado en dos formatos: 1)
el formato 1 es cuando Ab-X es el anticuerpo que esta recubierto sobre la placa de ELISA y Ab-Y es el anticuerpo
competidor que esta en solucion y 2) el formato 2 es cuando Ab-Y es el anticuerpo que esta recubierto sobre la
placa ELISA y Ab-X es el anticuerpo competidor que esta en solucién.

Ejemplo 12: ELISA para detectar el efecto MOR05813_IgG2lambda sobre el enlazamiento de SOST de LRP6
ELISA de LRP6 /Esclerostina

Placas no tratadas de microtitulacién de 96 pozos fueron recubiertas con 100 pl/pozo de LRP6/Fc (1 pg/ml, R&D
Systems, Cat#1505-LR) diluido en PBS. Como control para el enlazamiento no especifico (NSB), algunos pocos
pozos fueron rellenados con 100 pl/pozo de PBS. Las placas fueron cubiertas con pelicula plastica e incubadas
durante la noche a temperatura ambiente. Después del recubrimiento, las placas fueron lavadas 3 veces con 200
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pl/pozo de Tween 20 al 0,05% (Fluka, Cat#93773) en PBS y los pozos fueron bloqueados durante 1 hora a 37°C
agregando 300 pl/pozo de regulador de bloqueo SuperBlock (Pierce, Cat#37535) en TBS. Después de la incubacion,
la solucién de bloqueo fue retirada y se agregaron 100 pul/pozo de esclerostina (derivada de E.coli, Novartis; 1 —
1000 ng/ml) diluida en BSA al 1% en PBS. Las placas fueron incubadas durante 2 horas a temperatura ambiente
antes de ser lavadas 3 veces con 200 pl/pozo de Tween 20 al 0.05% en PBS. Después de esto, 100 pl/pozo de
anticuerpo antiesclerostina (1pg/ml) diluido en BSA al 1% en PBS fueron agregados y las placas se incubaron
durante 2 horas a temperatura ambiente antes de ser lavadas 3 veces con 200 pl/pozo de Tween 20 al 0.05% en
PBS. Finalmente, 100 ul/pozo de IgG Ab de anti cabra conjugada con ALP (1: 5000; Sigma Cat#A-7888) diluido en
BSA al 1% (Sigma Cat. Nb.:A-7888) en PBS fueron agregados durante 1 hora a temperatura ambiente y las placas
fueron lavadas entonces 3 veces con 200 ul/pozo de Tween 20 al 0.05% en PBS. Para determinar ALP, se
agregaron 100 pl/pozo de sustrato de ALP (Sigma, Cat#S0942) en solucion (1 tableta por 5 ml de regulador de
sustrato de dietanolamina 1x; Pierce, Cat#34064) a las placas durante 90 minutos y se midié la densidad oOptica a
405 nm.

Actividad de Fab original y madurado por afinidad en ELISA LRP6 / esclerostina

La ELISA de LRP6 / esclerostina se basa sobre la capacidad de la esclerostina para enlazar LRP6. Para caracterizar
adicionalmente los Fab producidos, se prueba una selecciéon de Fab e IgG en este ensayo. En la presencia de un
anticuerpo antiesclerostina de R&D (1000 ng/ml =~7nM), el enlazamiento de esclerostina (0.9 nM) a LRP6 fue
inhibido en 68% en comparacién con el control (datos no mostrados). La MOR05813_IgG2 lambda inhibe el
enlazamiento de la esclerostina a LRP6 hasta en 90% a 90 nM, mientras que una IgG antilisozima usada como
control negativo no tuvo efecto sobre el enlazamiento de la esclerostina a LRP6 (figura 20).

Ejemplo 13: Cotratamiento utilizando MOR05813
MORO05813 + &cido zoledronico

Ratones hembra OF1/IC de 8 meses de edad (n=10/grupo, Charles River, Francia) fueron ovarioctomizados para
inducir la pérdida de hueso por privacion de estrogeno o se dejaron intactos. Los animales recibieron la
administracion 2 veces a la semana por via intravenosa de anticuerpo antiesclerostina MOR05813 (24 mg/kg,
h/mlgG2a) o anticuerpo de control (anti-PC-h/mlgG2a, intacto y grupos de control OVX). Grupos adicionales
recibieron una aplicacion individual de acido zoledrénico solo (100 mg/kg) o en combinacién con el anticuerpo
antiesclerostina MOR05813. El tratamiento con anticuerpo dur6 3,5 semanas (7 aplicaciones).

La masa y geometria 6sea de la tibia de los animales se midi6 antes de la ovarioctomia por tomografia
computarizada cuantitativa periférica (pQCT). Los animales fueron distribuidos de manera homogénea de acuerdo
con el peso corporal y la densidad mineral 6sea total en la tibia en grupos. Los cambios en densidad mineral, masa
y geometria 6sea fueron evaluados al final del periodo de tratamiento.

Los resultados se expresan como +/- SEM promedio. El analisis estadistico fue llevado a cabo utilizando RS1 (serie
1999 para Windows, Domain Manufacturing Corp., Estados Unidos). Los datos fueron sometidos al andlisis en una
via de la varianza (ANOVA). La equivalencia de varianzas fue probada por la prueba Levene F y las diferencias
entre los grupos utilizando la prueba de Dunnett ajustada segun Bonferroni. Los grupos tratados fueron probados en
cuanto al significado de diferencias a partir del grupo OVX tratado con el anticuerpo de control (p<.05*, p<.01**).

La pérdida de hueso inducida por ovarioctomia puede ser bloqueada por el tratamiento con anticuerpos en ratones
de edad (figura 21). Cuando el anticuerpo se utiliza en combinacién con una inyeccion intravenosa individual del
acido zoledroénico bifosfonato la pérdida de hueso se bloquea y la ganancia de hueso se induce segun lo indican los
incrementos en el contenido mineral 6seo total (figura 21 A) y densidad (figura 21 B), asi como los incrementos en el
espesor cortical (figura 21 C) y en la densidad mineral 6sea del esponjoso (figura 21 D).

MORO05813 + pretratamiento con alendronato

Ratones hembra OF1/IC de 4.5 meses de edad (n=10/grupo, Charles River, Francia) recibieron la administracion dos
veces a la semana de anticuerpo MORO05813 de antiesclerostina por via intravenosa (10 mg/kg, h/migG2a) o
anticuerpo de control (anti-PC-mlgG2a, intacto y con grupos de control de OVX). Grupos adicionales habian recibido
pretratamiento con alendronato durante 7 semanas (4 pg/kg/dia; 5 dias/semana) antes de recibir bien sea el
anticuerpo de control o el anticuerpo antiesclerostina MOR05813. El tratamiento con anticuerpo duré 3.5 semanas (7
aplicaciones).

La masa y geometria del hueso tibial de los animales fueron medidas antes de la iniciacion del tratamiento con
anticuerpo mediante tomografia computarizada cuantitativa periférica (pQCT). Los animales fueron distribuidos de
manera homogénea de acuerdo con el peso corporal y la densidad mineral 6sea total en la tibia en grupos. Los
cambios en densidad mineral, masa y geometria 6sea fueron evaluados al final del periodo de tratamiento.
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Los resultados se expresan como +/- SEM promedio. Los analisis estadisticos fueron llevados a cabo utilizando RS1
(serie 1999 para Windows, Domain Manufacturing Corp., Estados Unidos). Los datos fueron sometidos a un analisis
de una via de la varianza (ANOVA). La igualdad de las varianzas fue probada por la prueba de Levene F y las
diferencias entre grupos utilizando la prueba de Dunnett ajustada segun Bonferroni. Los grupos pretratados con
alendronato fueron probados en cuanto al significado de la diferencia con respecto a los grupos que no recibieron
pretratamiento (p<.05*, p<.01**).

El pretratamiento a largo plazo con bifosfonato alendronato no tiene impacto negativo sobre la accidn anabdlica 6sea
de la antiesclerostina MOR05813 segun lo reflejan los incrementos en el contenido mineral total de hueso (figura 22
A) y su densidad (figura 22 B) asi como por incrementos en el espesor cortical (figura 22 C) y en la densidad
mineral del hueso esponjoso (figura 22 D). Debido a las propiedades antiresorventes persistentes del bifosfonato
mas alla del periodo de administracion, se observé un incremento en el contenido mineral éseo total (figura 22 A) y
el espesor cortical (figura 22 C).

MORO05813 + DKK1 o hPTH

Ratones lampifios hembra de seis meses de edad (n=8/grupo) recibieron la administracién dos veces a la semana
de vehiculo por via intravenosa, anticuerpo MORO05813 antiesclerostina (10, 20 y 40 mg/kg, 1gG2), anticuerpo
antiDkk1l (10 mg/kg, 1gGl), hPTH(1-34) (100 microg/kg) o combinaciones de los mismos. Los tratamientos con
anticuerpo duraron 4 semanas (8 aplicaciones).

La masa y geometria del hueso tibial de los animales se midid6 antes del tratamiento mediante tomografia
computarizada cuantitativa periférica (pQCT). Los animales fueron distribuidos de manera homogénea de acuerdo
con el peso corporal y la densidad mineral 6sea total en la tibia en grupos. Los cambios en densidad mineral, masa y
geometria 6sea fueron evaluados al final del periodo de tratamiento.

Los resultados se expresan como +/- SEM promedio. El andlisis estadistico se llevé a cabo utilizando RS1 (serie
1999 para Windows, Domain Manufacturing Corp., Estados unidos). Los datos fueron sometidos a analisis de una
via de la varianza (ANOVA). La igualdad de las varianzas fue probada mediante la prueba de Levene F y las
diferencias entre los grupos utilizando la prueba de Dunnett ajustadas segun Bonferroni. Los grupos fueron probados
en cuanto a significado de la diferencia a partir del grupo tratado con vehiculo (p<.05*, p<.01**).

Los efectos anabdlicos en el hueso se incrementan con la dosis de la antiesclerostina MOR05813 (figura 23). El
cotratamiento con un anticuerpo antiDkkl da como resultado un incremento mejorado en el contenido mineral 6seo
total (figura 23 A) y su densidad (figura 23 B) y el espesor cortical (figura 23 C) y un incremento sinérgico en la
densidad mineral ésea del esponjoso (figura 23 D). El cotratamiento con hPTH (1-34) da como resultado un
incremento sinérgico en todos los parametros medidos (figuras 23 A - D).

Listado de secuencias

<110> Novartis AG

<120> COMPOSICIONES Y METODOS PARA USO DE ANTICUERPOS CONTRA ESCLEROSTINA

<130> 52279

<160> 171

<170> Patentln version 3.2

<210>1

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Val Met Asn
1 5 10

<210>2

50



10

15

20

25

<211>10
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 2

<210> 3

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

<210>4

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

<210>5

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

<210>6
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

ES 2448 542 T3

Gly Phe Thr Phe Arg Ser His Trp Leu Ser
1 5 10

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Val Met Asn
1 5 10

Gly Phe Thr Phe Arg Ser His Trp Leu Ser
1 3 10

Gly Phe Thr Phe Arg Ser His Trp Leu Ser
1 5 10

51
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15

20

25

ES 2448 542 T3

<400> 6
Gly Phe Thr Phe Arg Ser His Trp Leu Ser
1 5 10
<210>7
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>7
Gly Phe Thr Phe Arg Ser His Trp Leu Ser
1 5 10
<210>8
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8
Gly Phe Thr Phe Arg Ser His Trp Leu Ser
1 5 10
<210>9
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>9
Gly Phe Thr Phe Arg Ser His Trp Leu Ser
1 5 10
<210> 10
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

52



ES 2448 542 T3

Gly Phe Thr Phe Arg Ser His Trp Leu Ser
1 5 10

<210>11
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11
Gly Phe Thr Phe Arg Ser His Trp Leu Ser
1 5 10
<210> 12
<211> 20
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12
Trp Val Ser Phe Ile Ser Gly Asp Ser Ser Asn Thr Tyr Tyr Ala Asp
1 5 10 15
Ser Val Lys Gly
20
<210> 13
<211> 20
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 13

Trp Val Ser Asn Ile Asn Tyr Asp Gly Ser Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp
1 5 10 15

Ser Val Lys Gly
20

<210> 14

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

53



10

15

20

ES 2448 542 T3

Trp Val Ser Phe Ile Ser Gly Asp Ser Ser Asn Thr Tyr Tyr Ala Asp
1 5 10 15

Ser Val Lys Gly
20
<210> 15
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 15

Trp Val Ser Asn Ile Asn Tyr Asp Gly Ser Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp
1 5 10 15

Ser Val Lys Gly
20

<210> 16

<211> 19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16
Trp Val Ser Val Thr Gly Val His Gly Asp Thr Tyr TIyr Ala Asp Ser
1 5 10 15
Val Lys Gly

<210> 17

<211>19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17
Trp Val Ser Val Ile Gly Asn Trp Gly Asp Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser
1 5 10 15
Val Lya Gly

<210> 18

<211>19

<212> PRT
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15

20

ES 2448 542 T3

<213> Homo sapiens

<400> 18

Trp Val Ser Val Thr Thr His Gln Gly Tyr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser
1 5 10 : 15

Val Lys Gly

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

<213> Homo sapiens

<400> 19
Trp Val Ser Ala Thr Asn Arg Tyr Gly Tyr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser
1 5 10 15
Val Lys Gly

<210> 20

<211>20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20
Trp Val Ser Asn Ile Asn Tyr Asp Gly Ser Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp
1 5 10 15

Ser Val Lys Gly
20

<210> 21

<211>19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21
Trp Val Ser Val Ile Thr Pro Tyr Gly Asp Thr Tyr TIyr Ala Asp Ser
1 5 19 15

Val Lys Gly

<210> 22

<211>19
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20

25

ES 2448 542 T3

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 22

Trp Val Ser Val Ile Thr Pro Tyr Gly Asp Thr Tyr Tyr Rla Asp Ser
1 5 10 15

Val Lys Gly
<210> 23
<211>15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23
Thr Phe Met His Gly His Leu Gly Gly Gly Leu Ser Met Asp Phe
1 5 10 15
<210> 24
<211>8
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24
Asp Thr Tyr Leu His Phe Asp Tyr
1 5

<210> 25

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25
Thr Phe Met His Gly His Leu Gly Gly Gly Leu Ser Met Asp Phe
1 5 10 15
<210> 26
<211>8
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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15

20

25

<400> 26

<210> 27

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27

<210> 28

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28

<210> 29

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29

<210> 30

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30

ES 2448 542 T3

Azsp Thr Tyr Leu His FPhe Asp Tyr
1 5

Asp Thr Tyr Leu His Phe Asp Tyr
1 3

Azap Thr Tyr Leu Eis Phe Asp Tyr
1 5

Asp Thr Tyr Leu His Phe Asp Tyr
1 5
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15

20

ES 2448 542 T3

Asp Thr Tyr Leu His Fhe Asp Tyr
1 5

<210>31
<211>8
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31
Asp Thr Tyr Leu His Phe Asp Tyr
1 5

<210> 32

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32
Asp Thr Tyr Leu His Phe Asp Tyr
1 5

<210> 33

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33
Asp Thr Tyr Leu His Phe Asp Tyr
1 5

<210> 34

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34
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15

20

ES 2448 542 T3

Ser Gly Asp Asn Ile Gly Ser Phe Tyr Val His

1 5 10

<210> 35
<211> 20
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35
Trp Val Ser Asn Ile Asn Tyr Asp Gly Ser Ser Thr Tyr Iyr Ala Asp
1 5 10 15
Ser Val Lys Gly
20
<210> 36
<211>11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36
Ser Gly Asp Asn Ile Gly Ser Phe Tyr Val His
1 5 10
<210> 37
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37
Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Asp Ile Asn Agp Val Ser
1 5 10

<210> 38

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 38
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15

20

ES 2448 542 T3

Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Asp Ile Asn Asp Val Ser
1 5 10

<210> 39
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 39
Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Asp Ile Asn Asp Val Ser
1 5 10

<210> 40

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 40
Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Asp Ile Asn Rsp Val Ser
1 5 10

<210> 41

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41
Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Asp Ile Asn Asp Val Ser
1 5 10

<210>42

<211>14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 42
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15

20

ES 2448 542 T3

Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Asp Ile Asn Asp Val Ser
1 5 10

<210> 43
<211>14
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43
Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Asp Ile Asn Asp Val Ser
1 5 10

<210> 44

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 44
Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Asp Ile Asn Asp Val Ser
1 5 10

<210> 45

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 45
Leu Val Ile Tyr Asp Asp Asn Asn Arg Pro Ser
1 5 10
<210> 46
<211>11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 46
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15

20

ES 2448 542 T3

Leu Met Ile Tyr Asp Val Asn Asn Arg Pro Ser
1 5 10

<210> 47
<211>11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 47
Leu Val Ile Tyr Asp Asp Asn Asn Arg Pro Ser
1. 5 10

<210> 48

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 48
Leu Met Ile Tyr Asp Val Asn Asn Arg Fro Ser
1 5 10
<210> 49
<211>11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 49
Leu Met Ile Tyr Asp Val Asn Asn Arg Pro Ser
1 5 10
<210>50
<211>11
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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15

20

ES 2448 542 T3

<400> 50
Leu Met Ile Tyr Asp Val Asan Asn Arg Pro Ser
1 3 10
<210>51
<211>11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 51
Leu Met Ile Tyr Asp Val Asn Asn Arg Pro Ser
1 5 10

<210> 52

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 52
Leu Met Ile Tyr Asp Val Asn Asn Arg Fro Ser
1 5 10
<210> 53
<211>11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 53
Leu Met Ile Tyr Asp Val A=n Asn Arg Fro Ser
1 5 10
<210> 54
<211>11
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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15

20

ES 2448 542 T3

<400> 54
Leu Met Ile Tyr asp Val Asn Asn Arg Pro Ser
1 5 10
<210>55
<211>11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55
Leu Met Ile Tyr Asp Val Asn Asn Arg Fro Ser
1 3 10
<210> 56
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 56
Gly Ser Trp Ala Gly Ser Ser Gly Ser Tyr
1 5 10
<210> 57
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 57
Ser Ser Tyr Gly Glu Ser Leu Thr Ser Tyr
1 5 10
<210> 58
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens
64
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15
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ES 2448 542 T3

<400> 58
Ala Ser Trp Thr Gly Val Glu Pro Asp Tyr
1 5 10
<210> 59
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 59

Gln Ser Tyr Ala Gly Ser Tyr Leu Ser Glu
1 5 10

<210> 60
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 60
Ser Ser Tyr Gly Glu Ser Leu Thr Ser Tyr
1 5 10
<210>61
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 61
Ser Ser Tyr Gly Glu Ser Leu Thr Ser Tyr
1 5 10
<210> 62
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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15

20

25

ES 2448 542 T3

<400> 62
Ser Ser Tyr Gly Glu Ser Leu Thr Ser Tyr
1 3 10
<210> 63
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 63
Ser Ser Tyr Gly Glu Ser Leu Thr Ser Tyr
1 5 10
<210> 64
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 64
Ser Thr Tyr Asp Gly Pro Gly Leu Ser Glu
1 5 10
<210> 65
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 65
Ser Ser Tyr Gly Glu Ser Leu Thr Ser Tyr
1 5 10
<210> 66
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 66

66



10

<210> 67

<211>124

<212> PRT

ES 2448 542 T3

Ser Ser Tyr Gly Glu Ser Leu Thr Ser Tyr

1

<213> Homo sapiens

<400> 67

<210> 68

<211>117

<212> PRT

Ser

Val

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Phe

Val

Leu

Met

Phe

50

Gly

Gln

Arg

<213> Homo sapiens

<400> 68

Arg

Asn

35

Ile

Met

Thr

Gly
115

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Fhe

100

Gln

Val

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Met

Gly

5

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Thr

Ser

Ala

Gln

Ser

25

Ser

Arg

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

His

Val
120

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Leu

103

Thr

67

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp
20

Gly G

Val

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Ser

10

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Ser

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Ser
110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Met

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

20

Cys

Asp



Gln

Ser

Trp

Ser

Lys

65

Leu

RAla

Val

<210> 69

<211>124

<212> PRT

Val

Leu

Leu

Aan

50

Gly

Gln

Arg

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 69

Arg

Ile

Arg

Met

Asp

Val
115

Leu

Leu

Trp

Rzn

Phe

Thr
100

Ser

Val

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

Tyr

Ser

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile
70

Leu

Leu

ES 2448 542 T3

Ser

kla

Gln

Gly

55

Ser

Arg

His

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Phe

Gly

Ser

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp
105

68

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp
a0

Leu

Fhe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Trp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gln

Fhe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gin

Pro

Arg

Glu

Asp

Thr

Tyr

.

GJ.Y
110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Thr

Gly

His

Val

Val

Tyxr

80

Cys

Leu



ES 2448 542 T3

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

Ser Leu Arg Leu Ser Cys RAla Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Val Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

Ser Phe Ile Ser Gly Asp Ser Ser RAsn Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 15 a0

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tvyvr Cys
85 20 95

Ala Arg Thr Phe Met His Gly His Leu Gly Gly Gly Leu Ser Met Asp
100 105 110

Phe Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210>70

<211> 117

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 70

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Arg Ser His

69



<210>71

<211> 116

<212> PRT

Trp

Ser

Lys

65

Leu

Ala

val

Leu

Asn

50

Gly

Gln

Arg

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 71

Gln

Sear

Trp

ser

Arg

Val

Leu

Leun

Val

50

Arg

Met

Asp

Ser

35

Ile

Arg

Met

Asp

Val
115

Gln

Arg

Ser

35

Thr

Phe

Asn

Thr

20

Trp
Asn
Phe
Asn
Thr

100

Ser

Leu
Leu
20

rp
Gly
Thr

Ser

Tyr
100

Val

Tyr

Thr

Ser

85

Tyr

Val

Ser

Val

Val

Ile

Leu

85

Leu

ES 2448 542 T3

Arg Gln

Asp Gly

55

Ile Ser
70

Leu Arg

Leu His

Glu Ser

Cys Ala

Arg Gln

His Gly

Ser Arg

70

Arg Ala

His Phe I

Ala

40

Ser

Arg

Zla

Phe

Gly

Ala

Ala

40

Bsp

Asp

Glu

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp
105

Gly

Ser

25

Fro

Thx

Asn

Asp

Tyr
105

70

Gly

Thr

Asn

Asp

20

Tyr

Gly
10

Gly

Gly

Tyr

Thr
an

Trp

Lys Gly

Tyr Tyr
60

Ser Lys
75

Thr ARla

Trp Gly

Leu Val

Phe Thr

Lys Gly

Tyr Ala

&0

Lys Asn
75

Ala val

Gly Gln

Leu

45

Ala

Asn

val

Gln

Gln

Phe

Leu

45

Asp

Thr

Tyr

Gly

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Fro

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
a0

Tyr Cys
95

Thr Leu

Gly Gly
15

Arg Ser His

30

Glu

Ser

Leu

Tyr

Thr
110

Trp Val

Val Lys

Tyr Leu
g0

Cys Rla
95

Leu Val
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<210> 72

<211> 116

<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 72

Gln Val

Ser Leu

Trp Leu

Ser Val
50

Gly Arg
65

Gln Met

Arg Asp

Thr Val

<210> 73
<211>116

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 73

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Phe

Asn

Thr

Ser
115

Leu

Leu

20

Trp

Gly

Thr

Ser

Tyr

100

Ser

Val

Ser

Val

Asn

Ile

Lau
85

Leu

ES 2448 542 T3

Thr Val Ser Ser

Glu

Cys

Arg

Trp

Ser

70

Arg

His

Ser

Rla

Gln

Gly

Arg

Ala

Phe

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Asp

Glu

Asp

115

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Tyx
105

Gly Leu

10

Gly Phe

Gly Lys

Tyr Tyr

Ser Lys

75

Thr Ala

Trp Gly

Val

Thr

Asn

Val

Glin

Gln

Phe

Leu

45

Asp

Thr

Tyvr

Gly

Pro

Arg

30

Glu

Ser

Leu

Tyr

Thr
110

Gly
15

Ser

Trp

Val

Tyr

Cys

25

Leu

Gly

His

YVal

Lys

Leu

80

Ala

Val

G:_Ln Val Gln Leu Wal Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Preo Gly Gly

1

5

10

15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Arg Ser His
-20

25

30

Trp Leu Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35

40

71

45



10

Ser

Gly
65

Gln

Arg

Thr

<210> 74
<211>116

<212> PRT

Val

50

Arg

Met

Asp

val

<213> Homo sapiens

<400> 74

Gln

Ser

Trp

Gly
65

Gln

Arg

Thr

<210>75
<211>117

<212> PRT

Val

Leu

Leu

Ala

50

Arg

Met

Asp

Val

<213> Homo sapiens

Thr

Phe

Asn

Thr

Ser
115

Gln

Arg

Ser

35

Thr

Fhe

Asn

Thr

Ser
115

Thr

Thr

Ser

Tyr
100

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Ser

Tyr

100

Ser

His

Ile

Leu
85

Leu

Val
5

Ser

Gln

Ser

70

Arg

His

Glu

Cys

Val Arg

Arg

Ile

Iyr

Ser
70

Leu Arg

a5

Leu

His

ES 2448 542 T3

Gly Tvr

33

Arg Asp

Ala Glu

Phe

Ser

Ala

Gln

Gly

Arg

Ala

Phe

Asp

Gly

Ala

Ala

40

Tyr

Asp

Glu

Asp

Thr

Asn

Asp

Tyr
105

Gly

Ser

25

Fro

Thr

Asn

Tyr
105

72

Iyr

Ser

Thr

90

Trp

Gly
10

Gly

Tyr

Ser

Thr

Trp

Tyr

Lys

75

Ala

Gly

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Gly

Ala

60

Asn

Val

Gln

Val

Thr

Gly

Ala

&0

Aan

Val

Gln

RAsp

Thr

Tyr

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Asp

Thr

Tyr

Gly

Ser

Leu

Tyr

Thr
110

Pro

Arg

30

Glu

Ser

Leun

Tyr

Thr
110

Val

Tyr

Cys

95

Leu

Gly

15

Ser

Trp

Val

Tyr

Cys

95

Leu

Lys

Leu

80

Ala

Val

Gly

His

Val

Leu

Ala

Val



<400> 75

<210>76
<211> 116

<212> PRT

Gln

Ser

Trp

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Val

Val

Leu

Leu

Asn

50

Gly

Gln

Arg

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 76

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Asp

Val
115

Gln Val Gln

1

Ser Leu Arg

Trp Leu Ser

35

Ser Val Ile

30

Lau

Leu
20

Trp

Asn

Phe

Asn

Thr

100

Ser

Leu

Leu
20

Trp

Val

Ser
85

Iyr

Ser

Val Glu Ser G

]

Ser Cys Ala

Val Arg Gln

Pro Tyr Gly

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Leu

ES 2448 542 T3

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

His

25

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Phe

&la

Ala
40

Asp

Gly

Ser

25

Fro

Ser

Asp

Glu

Rsp
105

Gly

Pra

Thr

73

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Agp

90

Tyr

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gln

Phe

Leu

Ala

Asn

Val

Gln

Fro

Arg

30

Glu

Asp

Thr

Tyxr

Gly
110

Gly Gly

Ser His

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr Cys
95

Thr Leu

Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

10

15

Gly Phe Thr Phe Arg Ser His

30

Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

45

Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

60



10

Gly .Arg Phe Thr
65

Gln Met Asn Ser

Arg Asp Thr Tyr
100

Thr Val Ser Ser
115

<210> 77

<211> 116

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 77

Gln Val Gln Leu

Ser Leu Arg Leu

Trp Leu Ser Tr
35

Ser Val Ile Thr
50

Gly Arg Phe Thr
65

Gln Met Asn Ser

Arg Asp Thr

=
(=
= H

Thr Val Ser Ser
115

<210> 78

<211>110

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 78

ES 2448 542 T3

Ile Ser Arg Asp Asn

70

Leu Arg Ala Glu Asp

85

Leu His Phe Asp Tyr

Val

Ser

Pro

Ile

Leu

85

Leu

Glu

Cys

Arg

Tyr

Ser

70

Arg

His

Ser

Ala

Gln

Gly

35

Arg

ala

Phe

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Asp

Glu

Asp

103

Gly

Ser

Pro

Thr

Asn

Asp

Tyr
105

74

Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu

75

80

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala

90

95

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val

Gly

10

Gly

Gly

Tvr

Ser

Thr

Trp

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Gly

Val

Thr

Gly

Ala

60

Asn

Val

Gln

Gln

Phe

Leu

45

Asp

Thr

Iye

Gly

110

Pro

Arg

Ser

Leu

Tyr

Thr
110

Gly

15

Ser

Trp

Val

Tyr

Cys

95

Leu

Gly

His

Val

Lys

Leu

80

Ala

Val



<210>79

<211> 113

<212> PRT

Bsp

Thr

His

Asp

Ile

Ala

Trp

Asp

Ser

Glu

Val

<213> Homo sapiens

<400> 79

Asp

Ser

Asn

Met

Ser

65

Gln

Ile

Ile

BAsp

Ile

50

Gly

Ala

Glu

Arg

Tyr

35

Asn

Gly

Ala

Fhe

Ala

Thr

Val

35

Tyxr

Ser

Glu

Leu

Iie

20

Gln

Asn

Azn

Asp

Gly
100

Leu

Ile

Ser

Asp

Lys

Asp

Thr

Ser

Gln

Areg

Thr

Tyr
85

Thr

Ser

Trp

Val

Ser

Glu
85

ES 2448 542 T3

Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro Gly Gln
10 15
Cys Ser Gly Asp Asn Ile Gly Ser Phe Tyr Val
25 30
Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Leu Val Ile Tyr
40 45
Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser
535 60
Ala Thr Leu Thr Ile Ser Gly Thr Gln Ala Glu
70 7 80
Tyr Cys Gly Ser Trp Ala Gly Ser Ser Gly Ser
90 95
Arg Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gln
105 110
Gln Pro Ala Ser Val Ser Gly Ser Fro Gly Gln
10 15
Cys Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Asp Ile
25 30
Tyr Gln Gln His Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu
40 45
Asn Asn Arg Pro Ser Gly Val Ser Asn Arg Phe
55 60
Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr Ile Ser Gly Leu
70 15 80
Ala Asp Tyr Tyr Cys Ser Ser Tyr Gly Glu Ser
90 95

75



ES 2448 542 T3

Leuy Thr Ser Tyr Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly
100 105 110

Gln

<210> 80

<211>110

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 80

Asp Ile Glu Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro Gly Gln
Thr Ala Arg Ile Ser Cys Ser Gly Asp Asn Ile Gly Ser Phe Tyr WVal
2

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Leu Val Ile Tyr
35 40 45

Asp Asp Asn Asn Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser
50 35 60

Ran Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Gly Thr Gln Ala Glu
65 70 75 g0

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Ser Trp Thr Gly Val Glu Pro Asp
85 90 95

Tyr Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gln
100 105 110

<210> 81
<211>113
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 81
Asp Ile Ala Leu Thr Gln Pro Ala Ser Val Ser Gly Ser Pro Gly Gln

1 5 10 15

Ser Ile Thr Ile Ser Cys Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Asp Ile
20 25 30

Asn Asp Val Ser Trp Tyr Gln Gln His Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu
35 40 45

76



ES 2448 542 T3

Met Ile Tyr Asp Val Asn Asn Arg Pro Ser Gly Val Ser Asn Arg Phe
50 55 &0

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr Ile Ser Gly Leu
65 70 75 80

Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Ala Gly Ser
85 20 95

Tyr Leu Ser Glu Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr val Leu Gly
100 105 110

Gln

<210> 82
<211>113

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 82

Asp Ile Ala Leu Thr Gln Pro Ala Ser Val Ser Gly Ser Pro Gly Gln

Ser Ile Thr Ile Ser Cys Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Asp Ile
20 25 30

Asn Asp Val Ser Trp Tyr Gln Gln His Pro Gly Lys Rla Pro Lys Leu

Met Ile Tyr Asp Val Asn Asn Arg Pro Ser Gly Val Ser Asn Arg Fhe
50 55 60

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr Ile Ser Gly Leu
65 70 75 80

Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ser Ser Tyr Gly Glu Ser
85 90 25

Leu Thr Ser Tyr Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly
100 105 110

Gln

<210> 83
<211>113
<212> PRT

<213> Homo sapiens

77



<400> 83

<210> 84

<211>113

<212> PRT

Asp

Ser

Asn

Met

Ser

65

Gln

Leu

Gln

Ile

Ile

Asp

Ile

50

Gly

Ala

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 84

Asp

Ser

hsn

Met

Ile

Ile

aAsp

Ile
50

Ala

Thr

val

35

Tvr

Ser

Glu

Ser

Ala

Val
35

Iyr

Leu

Ile

20

Ser

Azp

Lys

Asp

Tyr
100

Leu

20 -

Ser

Asp

ES 2448 542 T3

Thr Gln

Ser Cys

Trp Tyr

Val Asn

Ser Gly

Glu Ala

85

Val Phe

Thr Gln

Ser Cys

Trp Tyr

Val Asn

Pro

Thr

Gln

Azn

55

Asn

Asp

Gly

Pro

Thr

Gln

Asn

55

Ala

Gly

Gln

40

Arg

Thr

Tyr

Gly

Ala

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Thr

25

His

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

25

78

Val

10

Ser

Pro

Ser

Ser L

Cys
a0

Thr

10

Ser

Ser

Gly

Gly

Ser

Lys

Gly Ser Pro Gly Gln
15

Asp Val Gly Asp Ile

Lys Ala Pro Lys Leu
45

Val Ser Asn Arg FPhe
60

Thr Ile Ser Gly Leu
80

Ser Tyr Gly Glu Ser
95

Leu Thr Val Leu Gly
110

Ser Val Ser Gly Ser Pro Gly Gln

15

Thr Ser Ser Asp Val Gly Asp Ile

30

His Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu

43

Pro Ser Gly Val Ser Asn Arg Phe

60



ES 2448 542 T3

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr Ile Jer Gly Leu
65 70 15 80

Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ser Ser Tyr Gly Glu Ser
85 20 95

Leu Thr Ser Tyr Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly
100 105 110

Gln

<210> 85

<211> 113

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 85

Asp Ile Ala Leu Thr Gln Pro Ala Ser Val Ser Gly Ser Pro Gly Gln
Ser Ile Thr Ile Ser Cys Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Asp Ile

ARasn Asp Val Ser Trp Tyr Gln Gln His Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu
35 40 45

Met Ile Tyr Asp Val Asn Asn Arg Pro Ser Gly Val Ser Asn Arg Phe
50 55 60

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr Ile Ser Gly Leu
65 70 75 80

Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ser Ser Tyr Gly Glu Ser

Leu Thr Ser Tyr Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly
100 105 110

Gln
<210> 86
<211> 113
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 86

79



Asp

Ser

Asn

Ser
&5

Gln

<210> 87

<211>113

<212> PRT

Ile

Ile

Asp

Gly

Ala

Leu

<213> Homo sapiens

<400> 87

Asp

Ser

Asn

Met

Ser

Gln

Ile

Ile

Asp

Ile

50

Gly

Ala

Ala

Thr

Val

35

Tyr

Ser

Ser

Ala

Thr

Val

35

Tyr

Ser

Glu

Leu Thr
Ile Ser
20

Ser Trp
Asp Val
Lys Ser

Asp Glu

Glu Val
100

Leu Thr

Ile Ser

Ser Trp

Asp Val

Lys Ser

Asp Glu

Gln

Cys

Tyr

Asn

Ala

Phe

ES 2448 542 T3

Pro Ala Ser

Thr Gly Thr

25

Gln Gln His
40

Asn Arg Pro

33

Esn Thr Ala

Asp Tyr Tyr

Gly Gly Gly

Gln Pro

Cy

Ty

As

5 Thr

r Gln

n Asn
55

Gly Asn

70

Ala Asp

105

Ala Ser

Gly Thr

25

Gln His

40

Arg Pro

Val

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

S0

Thr

10

Thr Ala Se

Tyr TVE

80

Ser

Ser

Gly

Gly

Len

75

Ser

Lys

val Se

Ser Se

Pro G1

Ser G1

r Le
15

Cys Se

Gly Ser Fro Gly Gln
15
Asp Val Gly Asp Ile
30
Lys Ala Pro Lys Leu
45

Val Ser Asn Arg Fhe
&0

Thr Ile Ser Gly Leu

80
Thr Tyr Asp Gly Pro
95
Leu Thr Val Leu Gly
110
r Gly Ser Pro Gly
15
r Asp Val Gly Asp
30
y Lys Ala Pro Lys
45
y Val Ser Asn Arg
60

u Thr Ile Ser Gly
r Ser Tyr Gly Glu

Gln

Ile

Leu

o
=
i

Leu
80

Ser



ES 2448 542 T3

85 20 93

Leu Thr Ser Tyr Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly
100 105 110

Gln

<210> 88

<211> 113

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 88

Asp Ile Ala Leu Thr Gln Pro Ala Ser Val Ser Gly Ser Pro Gly Gln

Ser Ile Thr Ile Ser Cys Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Asp Ile
) 20 25 30

Asn Asp Val Ser Trp Tyr Gln Gln His Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu
35 40 45

Met Ile Tyr Asp Val Asn Asn Arg Pro Ser Gly Val Ser Asn Arg Fhe

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr Ile Ser Gly Leu

Gln Ala Glu Asp Glu Ala Rsp Tyr Tyr Cys Ser Thr Tyr Asp Gly Pro
85 20 25

Gly Leu Ser Glu Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr WVal Leu Gly
100 105 110

Gln
<210> 89
<211> 372
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 89

81



10

15

caggtgcaat tggtggaaag cggcoggcgge ctggtgeaac cgggoeggcag
agctgcgogy cctocggatt taccttttet tottatgtta tgaattgggt

cctgggaagg gtcotcgagtg ggtgagettt atctctggtg attctageaa

82

ES 2448 542 T3

coctgegtetyg
gogocaagec

tacctattat

gocggatagog tgaaaggocg ttttaccatt tcacgtgata attcgaaaaa caccctgtat
ctgcaaatga acagoctgeg tgcggaagat acggecgbgt attattgoege gegtactttt
atgcatggtc atcttggtgg tggtctttcet atggattttt ggggccaagg caccctggtg
acggttagct ca
<210> 90
<211> 351
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 90
caggtgcaat tggtggaaag cggcggcgge ctggtgecaac cgggceggcag cctgegtcetg 60
agctgeogeogg cctccggatt tacctttoght toctcecattgge tttettgggt gegeocaageco 120
coctgggaagg gtotcgagtyg ggtgageaat atcaattatg atggtagete tacctattat 180
gcggatageg tgaaaggocyg ttttaccatt tcacgtgata attcgaaaaa caccctgtat 240
ctgcaaatga acagcoctgeyg tgoggaagat acggcocgtgt attattgege gegtgatacts 300
tatcttecatt ttgattattg gggeocaagge accctggtga cggttagete a 351
<210>91
<211> 372
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 91
caggtgcaat togtggaaag cggcggcggce ctggtgcaac cgggoggoag cctgogtctg 60
agetgegegy ccteoggatt taccttttet tettatgtta tgaattgggt gogccaageco 120
cctgggaagg gteotogagtg ggtgagettt atctcotggtg attctageaa tacctattat 180
geggatageg tgaaaggeocg ttttaccatt tcacgtgata attcogaaaaa caccctgtat 240
ctgcaaatga acagcocectgog tgoggaagat acggocgbgt attattgege gegtactttt 300
atgcatgote atcttggtgy togtcetttet atggattitt ggggccaagg caccctggtg 360
acggttaget ca 372
<210> 92

60

120

180

240

300

360

372



10

15

<211> 351

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 92

caggtgceaat
agctgegegy

cctgggaagyg

gcggatageg
ctgcaaatga

tatcttcatt

<210> 93

<211> 348

<212> ADN

tggtggaaag
ccteocggatt

gtctogagtg

tgaaaggccg
acagocctgeg

ttgattattg

<213> Homo sapiens

<400> 93

caggtgcaat
agctgcgegg
cctgggaagyg
gattctgtta
caaatgaaca

cttecattteg

<210>94

<211> 348

<212> ADN

tggtggaaag
ccteocoggatt
gtetegagty
agggtcgttt
gocectgegtge

attattgggg

<213> Homo sapiens

<400> 94

ES 2448 542 T3

€ggeggegyce
tacctttegt

ggtgagcaat

ttttaccatt
tgcggaagat

gggcéaaggc

cggcggeggce
tacctttegt
ggtgagegtt
taccatttca
ggaagatacg

ccaaggoacc

ctggtgcaac
tctecattgge

atcaattatg

tcacgtgata

acggeogtgt

accctggtga

ctggtgcaac
tctcattgge
actggtgtte
cgtgataatt
goccgtgtatt

ctggtgacgg

cgggcggeag
tttettgggt

atggtagetc

attcgaaaaa
attattgcgce

cggttagetce

cetgegtetyg
gcgccaagec

tacctattat

caccctgtat
gcgtgatact

a

cgggcggcag ccotgegtetyg
tttottgggt gogecaageco
atggtgatac ttattatgct
cgaaaaacac cctgtatctg
attgcgogecyg tgatacttat

ttagcotea

caggtgcaat
agctgogegg
cctgggaagyg
gattctgtta
caaatgaaca

cttecattttg

tggtggaaag
cotooggatt
gtctegagtyg
agggtogttt
gectgogtge

attattgggg

cggcggogyc
tacctttegt
ggtgagcgtt
taccatttca
ggaagatacg

ccaaggcacc

ctggtgcaac
tctecattgge
attggtaatt
cgtgataatt
gccgtgtatt

ctggtgacgg

tgggcgycad
tttcttgggt
ggggtgatac
Cgaaaaacac
attgcgogog

ttagctcea

83

cctgcgtetyg
gocgccaageco
ttattatget
cctgtatctg

tgatacttat

&0

120

240

300

348

60
120

180

240
300

351

60

120

180

240

300

348



10

15

<210>95

<211> 348

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 95

ES 2448 542 T3

caggtgcaat
agcotgogogg
cctgggaagg
gattctgtta

caaatgaaca

ctteoattttg

taggtggaaag
cctooggatt
gtctcgagtg
agggtogttt

gcetgegtge

attattgggg

cggeggeggc
taccftccgt
ggtgégcgtt
taccatttca

ggaagatacg

ccaaggcacc

ctggtgcaac
tcteocattgge
actactcatc
cgtgataatt

gocegtgtatt

ctggtgacygg

cgggcggeag
tttettgggt
agggttatac
cgaaaaacac

attgcgegeyg

ttagctca

cctgegtotyg
gogccaageo
ttattatget
cctgtatetg

tgatacttat

<210> 96

<211> 348

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 96

caggtgcaat
agctgcycgg
cctgggaagg
gattctgtta
caaatgaaca

ctteoattttg

tggtggaaag
cctocecggatt
gtctcgagtyg
agggtogttt
gectgegtge

attattgggg

cggcggoegge
tacctttogt
ggtgagcget
taccattteca
ggaagatacyg

ccaaggcacc

ctggtgcaac
tcteattgge
actaatcgtt
cgtgataatt
googtgtatt

ctggtgacgg

cgggcggcag
tttcttgggt
atggttatac
cgaaaaacac
attgcgegeg

ttagetca

cctgegtetyg
gcgecaagece
ttattatgect
cctgtatetg

tgatacttat

<210> 97

<211> 351

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 97

caggtgoaat
agctgegegyg
cctgggaagyg
gcggatageg
ctgcaaatga

tatectteatt

tggtagaaag
cctceggatt
gtctegagtg
tgaaaggccy
acagectgeg

ttgattattag

cggcggegge
tacctttegt
ggtgagcaat
ttttaccatt
tgoggaagat

gggccaaggoe

ctggtgcaac
tcteattgge
atcaattatg
tcacgtgata
acggcegtgt

accctggtga

84

cgggcggcag
tttecttgggt
atggtagcete
attcgaaaaa
attattgege

cggttagetc

cctgegtety
gcgocaagec
tacctattat
caccctgtat
gegtgatact

a

60

120

180

240

300

348

60

120

180

240

300

348
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15

<210> 98

<211> 348

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 98

caggtgcaat
agctgcgcgy
cctgggaagy
gattctgtta
caaatgaaca

cttoattttyg

<210> 99

<211> 348

<212> ADN

tggtggaaag
cctecggatt
gtctogagtg
agggtegttet
gectgegtge

attattgggg

<213> Homo sapiens

<400> 99

caggtgcaat
agctgcgegg
cctgggaagg
gattctgtta
caaatgaaca

cttcattttg

<210> 100

<211> 330

<212> ADN

tggtggaaag
cctocggatt
gktctcgagtg
agggtogttt
gcctgogtge

attattggag

<213> Homo sapiens

<400> 100

cggcggcygygce
tacctttogt
ggtgagegtt
taccattteca
ggaagatacg

cCaaggcaco

cggcggcgge
taccttteogt
ggbtgagcgtt
taccatttca
ggaagatacyg

ccaaggcace

ES 2448 542 T3

ctggtgcaac
tctcattgec
attactcectt
cgtgataatt
gocogtgtatt

ctggtgacgg

ctggtgcaac
tectcattgge
attactcctt
cgtgataatt
gocogtgtatt

ctggtgacgg

cgggcggcag
tttottgggt
atggtgatac
cgaaaaacac
attgcgegeg

ttagctca

cgggcggoay
tttecttgggt
atggtgatac
cgaaaaacac
attgcgcgeg

ttagctca

85

cctgegtetyg
gcgecaagec
ttattatagct
cctgtatctyg

tgatacttat

cctgegtetyg
gogocaagee
ttattatgct
cctgtatctg

tgatacttat

&0

120

240

300

348

60

120

180

240

300

348
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15

ES 2448 542 T3

<213> Homo sapiens

86

gatatcgaac tgacccagec gecttcagtg agogttgcac caggtcagac cgcgogtate 60
tocgtgtageyg gogataatat tggttcetttt tatgttcatt ggtaccagea gaaaccoggg 120
caggcgccag ttettgtgat ttatgatgat aataategte cctceaggeat ccocoggaacge 180
tttagcggat ccaacagcgg caacaccgcg accoctgacca ttagoggcac tcaggcoggaa 240
gacgaagcgg attattattg cggttettgg getggttett ctggttetta tgtgtttgge 300
gqccgeacga agttaaccgt tcttggccag 330
<210> 101
<211> 339
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 101
gatatcgeac tgacccagee agettcagtg ageggectcecac caggtcagag cattaccatce
tcgtgtacgg gtactagecag cgatgttggt gatattaatg atgtagtcttg gﬁaccagcaq
catcoccggga aggogecgaa acttatgatt tatgatgtta ataatcgtcec ctcaggegtg
agcaaccgtt ttagcggatc caaaagogge aacaccgcoga goctgaccat tagoggoctg
caagoggaag acgaagcgga ttattattge tettcttatg gtgagtcoctct tacttettat
gtgtttggcg gcggcacgaa gttaaccgtt cttggocag
<210> 102
<211> 330
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 102
gatatcgaac tgacccagocc gocttcaghbyg agegttgcac caggtcagac cgcegegtatc 60
tcgtgtageg gogataatat tggtteotttt tatgttcatt ggtaccageca gaaaccocggg 120
caggcgocag ttcttgtgat ttatgatgat aataatcgtc cctcaggeat cccggaacge 180
tttageggat ccaacagogg caacaccgog accctgacca ttagoggocac tcaggoggaa 240
gacgaagcgy attattattg cgettecttog actggtgttyg ageoctgatta tgtgtttggc 300
ggcggcacga agttaaccgt tcttggccag 330
<210> 103
<211> 339
<212> ADN

60

120

180

240

300

339
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15
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<400> 103
gatatcgcac tgacccagcc agcttcagtg agocggctcac caggtcagag cattaccate
tcgtgtacgg gtactagcag cgatgttggt gatattaatg atgtgtcttg gtaccagcag
catcceoggga aggogecgaa acttatgatt tatgatgtta ataatcgtcc ctcaggogtg
agcaaccgtt ttagcggatc caaaagcgge aacaccgcga goctgaccat tageggoctg
caagcggaag acgaagcgga ttattattge cagtcttatg ctggttetta tetttetgag
gtgtttggcg goggcacgaa gttaaccgtt cttggecag

<210> 104

<211> 339

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 104

gatatcgcac tgacccagec agcttcagty agoggetcac caggtcagag cattaccatce

tcgtgtacgg gtactagrag cgatgttggt gatattaatg atgtgtcttg gtaccageag

catceccoggga aggogocgaa acttatgatt tatgatgtta ataatcgteoco ctrcaggegtg

agcaaccgtt ttagcggatc caaaagcgge aacaccgcga goectgaccat tagoggectg

caagoggaag acgaagogga ttattattge totteottatg gtgagtcetcot tacttottat

gtgtttggcg gcggecacgaa gttaaccgtt cttggocag

<210> 105

<211> 339

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 105
gatatcgecac tgacccagcoc agettcagtg agoggctcac caggtcagag cattaccate
tcgtgtacgg gtactageag cgatgttggt gatattaatg atgtgtcttg gtaccagcag
catcccggga aggegecgaa acttatgatt tatgatgtta ataatcgtcec ctcaggegtg
agcaaccgtt ttagcggatc caaaagogge aacaccgoga goctgaccat tageggectg
caagcggaag acgaagogga ttattattge tcottcocttatg gtgagtctet tacttcettat
gtgtttggcg goggcacgaa gttaaccgtt cttggocag

<210> 106

<211> 339

87

&0

120

180

240

300

339

60

120

180

240

300

339

60

120

180

240

300

339



10

15

<212> ADN

<213> Homo sapiens

ES 2448 542 T3

88

<400> 106
gatatcgeac tgacccageo agottcoagtg agoggectcac caggtcagag cattaccatc
tcgtatacgg gtactagcag cgatgttggt gatattaatg atgtgtettg gtaccageag
catcccocggga aggcecgecgaa acttatgatt tatgatgtta ataatcgtoc ctcaggegtyg
agcaaccgtt ttagecggatce caaaagcgge aacaccgcga goctgaccat tagoeggoctyg
caagcoggaag acgaagcgga ttattattge tcttcttatg gtgagtctot tacttcttat
gtgtttggeg geocggecacgaa gttaaccgtt cttggecag

<210> 107

<211> 339

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 107
gatatcgecac tgacccagece agettcagtg agoggectcac caggtcagag cattaccatc
tcgtgtacgg gtactagcag cgatgttggt gatattaatg atgtgtcttyg gtaccageag
catccocggga aggogocgaa acttatgatt tatgatgtta ataatcgtoc ctcaggegtg
agcaaccgtt ttagoggatc caaaagocggce aacaccdcga goctgaccat tagoggectg
caagcggaag acgaagcgga tfattattgc tcttettatg gtgagtetet tacttettat
gktgtttggog goggracgaa gttaaccgtt cttggecag

<210> 108

<211> 339

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 108
gatatcgcac tgacccagcoc agcttcagtg ageggectcac caggtcagag cattaccatc 60
tcgtgtacgg gtactagecag cgatgttggt gatattaatyg atgtgtcocttg gtaccageag 120
catcocggga aggogoogaa acftatgatt tatgatgtta ataatcgtcc ctcaggegtyg 180
agcaaccgtt ttageggatc caaaagoggce aacaccgoga goctgaccat tagoggoectg 240
caagcggaag acgaagcgga ttattattge tcectacttatg atggtectgg totttcotgag 300
gtgtttggocg geggeacgaa gttaaccogtt cttggocag 339

&0

120

180

240

300

339

60

120

180

240



10

15

<210> 109
<211> 339
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 109

gatatcgcac
tocgtgtacgg
catcoccocggga
agcaaccgtt
caagcggaaqg

gtgtttggeg

tgacccagee
gtactagcag
aggcgecgaa
ttageggate
acgaagegga

goggoacgaa

<210> 110
<211> 339
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 110

gatatcgcac
tcgtgtacgg
catecoggga
agcaaccgtt
caagcggaag

gtgtttggcg

tgacccagee
gtactagcag
aggcgecgaa
ttagcggatc
acgaagcgga

gcggcacgaa

<210> 111
<211> 469
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 111

ES 2448 542 T3

agcttcagtg
cgatgttggt
acttatgatt
caaaagcgge
ttattattge

gttaaccgtt

agetteoagtyg
cgatgttggt
acttatgatt
caaaagcggc
ttattattge

gttaaccgtt

Met Ala Trp Val Trp Thr Leu Pro FPhe Leu Met Ala Ala Ala

1 5

val Gln Ala Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu

20

25

agoggctcac caggtcagag cattaccatc
gatattaatg atgtgtcttg gtaccagcag
tatgatgtta ataatcgtcc ctcaggegtg
aacaccgega gcctgaccat tagoggoctg
tetteottatg gtgagtetet tacttettat
cttggeccag
agcocggctecac caggtcagag cattaccatc
gatattaatg atgtgtcttg gtaccagcag
tatgatgtta ataatcgtcc ctcaggecgtg
aacaccgcga gcecctgaccat tagoggectg
tctacttatg atggtecctgyg tetttctgag
cttggecag

Gln Ser

10 15
Val Gln
30
Thr Phe

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Fhe

89

60
120
180
240
300

339

60
120
180
240
300

339



Ser

Glu

65

Thr

Tyr

Ser

Ser

143

Thr

Pro

Val

Thr

225

Val

Val

Leu

Ser

50

Trp

Ser

Len

Tyr

Met

130

Thr

Ser

Glu

His

Ser

Cys

Glu

Ala

Met

35

Iyx

Val

Val

Tyr

Cys

115

Aszp

Lys

Glu

Ero

Thr

135

Val

Azn

Arg

Gly

Ile
275

Val
Ser
Lys
Leun

100

2la

Gly

Ser

Val

180

Val

Val

Pro
260

Ser

Met

Phe

Gly

85

Arg

Pro

Thr

163

Thr

FPro

Thr

Asp

Cys

243

Ser

Arg

Asn

Ile

70

Arg

Met

Thr

Gly

‘Ser

150

Ala

Val

Ala

Val

His

230

Cys

Val

Trp

35

Ser

Phe

Asn

Phe

Gln

135

val

Ala L

Ser

Val

Pro

215

Lys

Val

Fhe

Fro

ES 2448 542 T3

40

Val

Gly

Thr

Ser

Met

120

Gly

Phe

Trp

Leu

200

Ser

Fro

Glu

Leu

Glu
280

Arg
Asp
Ile
Leu
105
His
Thr
Pro
Gly
Asn
185
Gln
Ser
Ser
Cys
Fhe
265

vVal

Gln

Ser

Ser

90

Arg

Gly

Leu

Leu

Cys

170

Ser

bzn

Asn

Pro

250

Fra

Ala
Ser
75

Arg
Ala
His
Val
ala
155
Leu
Gly
Ser
Fhe
Thr
235
Bro

Pro

Cys

90

Pro

60

Asn

Asp

Glu

Leu

Thr

140

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

220

Lys

Cys

Lys

Val

45

Gly

Thr

Asn

Asp

Gly

125

Val

Cvs

Lys

Leu

Leu

205

Thr

Val

Pro

Val
285

Lys

Tyr

Ser

Thr

110

Gly

Ser

Ser

Asp

Thr

180

Tyr

Gln

Asp

Ala

Lys

270

Val

Gly

Tyr

Lys

95

Ala

Gly

Ser

Arg

Tyr

175

Ser

Thr

Lys

Fro

255

ASp

Asp

Leu

Ala

g0

Asn

Val

Leu

Ala

Ser

160

Fhe

Leu

Tyr

Thr

240

Pro

Thr

Val



ES 2448 542 T3

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe &Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val
290 295 300

Glu Val His Asn &la Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser
305 310 315 320

Thr Phe Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Val His Gln Asp Trp Leu
325 330 335

Agn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ala
340 345 350

Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro
355 360 365

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln
370 375 380

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala
385 390 395 400

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
405 410 415

Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
420 425 430

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
435 440 445

Val Met His Glu Ala Lewu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser
450 455 460

Leu Ser Pro Gly Lys
465

<210> 112
<211> 462
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 112

Met Ala Trp Val Trp Thr Leu Pro Phe Leu Met Ala Ala Ala Gln Ser
1 5 10 15

91



Val

Pro

Arg

Glu

65

Asp

Thr

Tyr

Gly

Phe

145

Leu

Trp

Leu

Ser

Fro

225

Glu

Leu E

Gln

Gly

Ser

Trp

Ser

Leu

Iyr C

Thr

130

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

210

Ser

Cys

Gly

35

His

Val

Val

Tvr

115

Lau

Leu

Cys

Ser

Ser

195

Asn

Asn

Pro

Pro

Gln Val

Ser Leu

Trp Leu

Ser Asn

Lys Gly

Leu Gln

100

Ala Arg

Val Thr

Ala Pro

Leu Val

165

Gly Ala
180

Ser Gly

Phe Gly

Thr Lys

Pro Cys

245

Pro Lys

Gln

hrg

Ser

Ile

70

Arg

Asp

Val

Cys

150

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

230

Pro

Fro

Leu

Leu

Trp

35

Asn

Phe

Asn

Thr

Ser

135

Ser

Asp

Thr

Tyr

Ala

Lys

ES 2448 542 T3

Val

Ser

40

Val

Tyr

Thr

Ser

Tyr

120

Ser

Arg'“

Tyr P

Ser

Ser

200

Thr

Lys

Pro

Asp

Glu
25

Cys

Arg

Asp

Ile

Leu

105

Leu

Ala

Gly

185

Leu

Tyr

Thr

Fro

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

His

Ser

Thr

Pro

170

val

Ser

Thr

Val

Lau

Gly

Ala

Ala

Ser

75

Arg

Ala

Phe

Thr

Ser

155

His

Ser

Cys

Glu

235

Ala

92

Gly

Ser

Fro

Ser

Glu

Asp

Lys

140

Glu

Thr

Val

Asn

220

Arg

Gly

Ile

Gly

Gly

45

Thr

Asn

Rsp

Tyr

125

Gly

Ser

Val

Phe

Val

205

Val

Lys

Pro

Ser

Leu Val
30

Phe Thr

Lys Gly

Tyr Tyr

Ser Lys

95

Thr Ala

Trp Gly

Pro Ser

Thr Ala

Thr Val

175

Fro Ala
190

Thr Val

Lsp His

Cys Cys

Ser Val

255

Arg Thr

Gln

Phe

Leu

Ala

BO

Asn

Val

Gln

Val

Ala

160

ser

val

Fro

Val
240

Phe

Fro



ES 2448 542 T3

260 265 270

Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu ARsp Pro Glu Val
275 280 . 285

Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
290 295 300

Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe Arg Val Val Ser Val
305 310 315 320

Leu Thr Val Val His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
325 330 335

Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser
340 345 350

Lys Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro
355 360 365

Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
370 375 380

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
385 330 393 400

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp
405 410 415

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
420 425 430

Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
435 440 445

#isn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
450 455 460

<210> 113
<211> 469
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 113

Met Ala Trp Val Trp Thr Leu Pro Phe Leu Met Ala Ala Ala Gln Ser
1 5 10 15

93



Val

Pro

Ser

Glu

65

Asp

Thr

Tyr

Ser

Ser

145

Thr

Pro

Val

Ser

Thr

225

Val

Gln

Gly

Ser
50

Ser

Leu T

Tyr

Met

130

Thr

Ser

Glu

His

Ser

210

Cys

Glu

Ala

Gly

35

Tyr

Val

Val

Cys

115

Asp

Lys

Glu

Fro

Thr

195

Val

Asn

Arg

Gln

20

Ser

Val

Ser

Lys

Leu

100

Ala

Phe

Gly

Ser

Val

180

Phe

Val

Val

Lys

Val

Leu

Met

Phe

Gly

Gln

Arg

Trp

Pro

Thr

165

Thr

Pro

Thr

Asp

Cys
245

Gln

Arg

Asn

Ile

70

Arg

Met

Thr

Gly

Ser

150

Ala

Val

Ala

Val

His

230

Cys

Leu

Leu

Trp

55

Ser

Phe

Asn

Phe

Gln

135

val

Ala

Ser

Val

Pro

215

Lys

ES 2448 542 T3

Val

Ser

40

Val

Gly

Thr

Ser

Met

120

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

200

Ser

Pro

Glu

Glu

25

Cys

Arg

Asp

Ile

Leu

105

His

Thr

Fro

Gly

Aszn

185

Gln

Ser

Ser

Cys

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala

Ser Ser
75

Ser Arg
20

Arg Ala

Gly His

Leu Val

Leu Ala

155

Cys Leu
170

Ser Gly

Ser Ser

Asn Phe

Asn Thr

233

Pro Pro
250

94

Gly

Ser

Pro

50

Asn

Asp

Glu

Leu

Thr

140

Frao

Val

Ala

Gly

Gly

220

Lys

Cys

Gly

Thr

Asn

Asp

Gly

Val

Cys

Lys

Leu

205

Thr

Val

Pro

Lys

Tyr

Ser

Thr

110

Gly

Ser

Ser

Asp

Thr

190

Tyr

Gln

Asp

Ala

Val

Thr

GLY

Tyr

Lys

25

Ala

Gly L

Ser

Arg

Tyr

175

Ser

Ser

Thr

Lys

Pro
255

Gln

Phe

Leu

Ala

80

Asn

Val

Rla

Ser

160

Phe

Gly

Leu

Tyr

Thr
240



Val

Leu

Ser

Glu

305

Thr

Asn

Gln

Val
385

Val

Val

Leu
465

<210> 114

<211> 462

<212> PRT

Ala

Met

His

290

val

Phe

Gly

Ile

val

370

Ser

Glu

Val

Met
450

Ser

Gly

Ile

275

Glu

His

Arg

Lys

Glu

355

Tyr

Leu

Trp

Met

Asp

435

His

Fro

<213> Homo sapiens

<400> 114

Pro

260

Ser

Asp

Asn

WVal

Glu

340

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

420

Lys

Glu

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

325

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

405

Lsp

Ser

Rla

Lys

Val

Thr

Glu

Lys

310

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

390

Azn

Ser

Axg

Leu

Phe

Pro

Wal

295

Thr

Val

Cys

Pro

375

Val

Gly

Asp

Trp

His
455

ES 2448 542 T3

Leu
Glu
280
Gln
Lys
Leu
Lys
Lys
360
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

440

Asn

Phe

265

Val

Fhe

Fro

Thr

Val

345

Thr

Arg

Gly

Fro

Ser

425

Gln

His

Fro

Thr

Azn

Arg

Val

330

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

410

Phe

Gly

Iyx

Fro

Cys

Trp

Glu

315

Val

Asn

Gly

Glu

Tyr

395

Asn

Phe

Asn

Thr

95

Lys

Val

Tyr

300

Glu

His

Lys

Met

380

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
460

Fro

Val

285

Val

Gln

G1ln

Gly

Pro

365

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

445

Lys

Lys
270
Val
Aszp
Phe
Asp
Leu
350
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
430

Sar

Ser

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

335

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

415

Lys

cys

Leu

Thr

Val

Val

Ser

320

Ala

Gln

Ala

400

Thr

Leu

Ser

Ser



ES 2448 542 T3

Met Ala Trp Val Trp Thr Leu Fro Phe Leu Met Ala Ala Ala Gln Ser

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

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
35 40 45

Arg Ser His Trp Leu Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
50 55 60

Glu Trp Val Ser Asn Ile Asn Tyr Asp Gly Ser Ser Thr Tyr Tvr Ala
65 70 75 BO

Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn
85 20 95

Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Arg Asp Thr Tyr Leu His Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
115 120 125

Gly Thr Leu Val Thr val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
130 135 140

Phe Pro Leu Rla Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala
145 150 155 160

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
1653 170 175

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
180 185 150

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Preo
195 200 205

Ser Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lvys
210 215 220

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Thr Val Glu Arg Lys Cys Cys Val
225 230 235 240

96



Glu

Leu

Glu

Gln

Lys

305

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

385

Gln

Gly

Asn

<210> 115

<211> 461

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 115

Cys

Phe

Val

Phe

290

Pro

Thr

val

Thr

Arg

370

Gly

Pro

Ser

Gin

His
450

Pro

Fro

Thr

275

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

355

Glu

Phe

Glu

Gly
435

Tyr

Pro

Pro

2860

Cys

Trp

Glu

Val

Asn

340

Gly

Glu

Iyr

Asn

Phe

420

Asn

Thr

Cys

245

Lys

Val

Tyr

Glu

His

325

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

405

Leu

Val

Gln

Fro

Pro

Val

Val

Gln

310

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Ala

Lys

Val

Asp

295

Phe

Leu

Arg

Lys

375

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
455

ES 2448 542 T3

Fro

Asp

Asp

280

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

360

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

440

Leu

Pro

Thr

265

Val

Val

Ser

Leu

Ala

345

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

425

Ser

Ser

Val

250

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

330

Pro

Gln

Val

Pro

410

Thr

Leu

Ala

Met

His

Val

Fhe

315

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

385

Pro

Val

Met

Ser

97

Gly

Ile

Glu

His

300

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

380

Trp

Met

Asp

His

Fro
4a0

Pro

Ser

Asp

285

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

365

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

445

Gly

Ser

Arg

270

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

330

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

430

Ala

Lys

Val

253

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

335

Ile

Pro

Asn

Ser

415

Arg

Leun

FPhe

Pro

Val

Thr

val

320

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

400

Asp

Trp

His



Met

Val

Pro

Arg

Glu

65

Ser

Leu

Tyr

Thr

Pro

145

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser
225

Ala

Gln

Gly

Trp

Val

Tyr

Cys

Leu

130

Leu

Cys

Ser

Ser

Asn

210

Asn

Trp

Ala

Gly

35

His

Val

Lys

Leu

Ala

115

Val

Ala

Leu

Gly

Phe

Thr

Val

Gln

20

Ser

Trp

Ser

Gly

Gln

100

Arg

Thr

Fro

Val

Ala

180

Gly

Gly

Lys

Trp

Val

Leu

Leu

Val

Met

Asp

Val

Cys

Lys

165

Leu

Leu

Thr

WVal

Thr

Gln

Arg

Ser

Thr

70

Phe

Asn

Thr

Ser

Ser

150

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp
230

Leu

Leu

Leu

Trp

55

Gly

Thr

Ser

Tyr

Ser

135

Arg

Ser

Ser

Thr
215

ES 2448 542 T3

Pro

val

Ser

40

Val

Val

Ile

Leu

Leu

120

Ala

Ser

Fhe

Gly

Leu

200

Tyr

Thr

Phe

Glu

25

Ccys

Arg

His

Ser
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Ser Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys
210 215 220

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Thr Val Glu Arg Lys Cys Cys Val
225 230 235 240

Glu Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Fhe
245 250 255

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
260 265 270

Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val
275 280 285

Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
290 295 300

Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe Arg Val Val Ser Val
305 310 315 320

Leu Thr Val Val His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
325 330 335

Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Fro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser
340 345 350

Lys Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro
355 380 365

Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
370 375 380

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
385 390 395 400

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp
405 410 415

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
420 425 430

Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
435 440 445

Asn Hiz Tyr Thr Gln Lys Ser Leu 3er Leu Ser Pro Gly Lys
450 455 ' 460

<210> 120

<211> 461
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 120

Met

Val

Pro

Arg

Glu

65

Ser

Leu

Tyr

Thr

Pro

145

Gly

Asn

Gln

Ala

Gln

Ser

50

Trp

val

Tyr

Cys

Leu

130

Leu

Cys

Ser

Trp

Ala

Gly

35

His

val

Lys

Leu

Ala

115

Val

Ala

Leu

Gly

val T
3

Gln

20

Ser

Trp

Ser

Gly

Gln

100

Arg

Thr

Fro

Val

Ala

180

Gly

Val

Leu

Leu

val

arg

85 .

Met

Asp

Val

Cys

Lys

165

Leu

Leu

Thr

Gln

Arg

Ser

Ile

70

Phe

Agn

Thr

Ser

Ser

150

Asp

Thr

Tyr §

Leu

Leu

Trp

53

Thr

Thr

Ser

135

Arg

Tyr

Ser

ES 2448 542 T3

Pro

Val

Ser

40

Val

Pro

Ile

r Leu

Leu

120

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

Phe

Glu

25

Cys

Arg

Tyr

Ser

Arg

103

His

Ser

Thr

Pro

Val

185

Ser

Leu

10

Ser

RAla

Gln

Gly

Rrg

20

Ala

Phe

Thr

Ser

Glu

170

His

Ser

Met

Ala

Ala

Bsp

75

Asp

Glu

Asp

Lys

Glu

155

Pro

val

108

Ala

Gly

Ser

Pro

60

Thr

Asn

hsp

Iyr

Gly

140

Ser

Val

Phe

val

Ala

Gly

Gly

43

Gly

Tyr

Ser

Thr

Trp

125

Fro

Thr

Thr

Frao

Thr

Ala

Lenu

30

Phe

Lys

Tyr

Lys

Ala

110

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

190

Val

Gln

15

Val

Thr

Gly

Ala

Asn

35

Val

Gln

Val

Ala

Ser

175

val

Pro

Ser

Gln

Phe

Leu

Asp

80

Thr

Tyr

Gly

Phe

Leu

1560

Trp

Leu

Ser



ES 2448 542 T3

185 200 205

Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr Tyr Thr Cys Asn WVal Asp Hig Lys Pro
210 : 215 220

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Thr Val Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu
225 230 235 240

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu
245 250 255

Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu
260 265 270

Val Thr Cys Val val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Gln
275 280 285

Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys
290 235 300

Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe Arg Val Val Ser Val Leun
305 310 315 320

Thr Val Val His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys
325 330 335

Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys
340 345 350

Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
355 360 365

Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys
370 375 380

Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln
385 390 395 400

Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly
405 410 415

Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln
420 425 430

Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn

435 440 445

(%]
et

Hiz Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
450 455 460

<210> 121
109



<211> 461

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 121

Met

1

Val

Pro

Arg

Glu

65

Ser

Leu

Tyr

Thr

Fro

145

Gly

Asn

Ala

Gln

Gly

Ser

30

Trp

Val

Tyr

Cys

Leu

130

Leu

Cys

Ser

Trp

Bla

Gly

His

Val

Lys

Leu

Ala

115

Val

ala

Leu

Gly

Val

Gln

20

Ser

Trp

Ser

Gly

Gln

100

Lrg

Thr

Pro

Val

Ala
180

Trp

val

Leu

Leu

Val

Arg

85

Met

Val

Cys

Lys

165

Leu

Thr

Gln

Arg

Ser

Ile

70

Phe

Thr

Ser

Ser

130

Asp

Thr

Leu

Leu

Leu

Trp

35

Thr

Thr

Ser

Tyr

Ser

135

Arg

Tyr

Ser

ES 2448 542 T3

Pro

Val

Sar

40

Val

Pro

Ile

Leu

Leu

120

Ser

Phe

Gly

Phe

Glu

25

Cys

Arg

Tyr

Ser

Arg

105

His

Ser

Thr

Pro

val
185

Leu

10

Ser

Ala

Gln

Gly

Arg

20

Ala

Phe

Thr

Ser

Glu

170

His

Met

Gly

Ala

Ala

Asp

15

Asp

Glu

Asp

Lys

Glu

155

Fro

Thr

110

Ala

Gly

Ser

Fro

60

Thr

Asp

Tyr

Gly

140

Ser

Val

Fhe

Ala

Gly

Gly

43

Gly

Tyr

Ser

Thr

Trp

125

Pro

Thr

Thr

Ala

Leu

30

Phe

Lys

Tyr

Lys

Ala

110

Gly

Ser

Ala

Val

Ala
130

Gln

15

Val

Thr

Gly

Rla

Asn

95

Val

Gln

Val

Ala

Ser

175

Val

Ser

Gln

Phe

Leu

Asp

80

Thr

Tyr

Gly

Phe

Leu

160

Leu



Gln

Ser

Ser

225

Cys

Phe F

Phe

Fro

305

Thr

Val

Thr

Arg

Gly

3835

Ser

Gln

Ser

Aan

210

Asn

FPro

1L Thr

Asn
280

Arg

Val

Lys

Elu

370

Phe

Glu

Fhe

Gly

Ser

195

Fhe

Thr

Pro

Fro

Cys
275

Trp T

Glu

Val

Asn

Gly

355

Glu

Iyr

Asn

Fhe

Asn

Gly
Gly
Lys
Cys
Lys

2a0

Val

Glu
His
Lys
340
Gln
Met
Fro
Asn
Leu

420

Val

Leu

Thr

Val

Pro

245

Pro

Val

Val

Gin

G1ln

325

Gly

Fro

Thr

Ser

Tyr

405

Tyr

Phe

Tyr

Asp

230

Ala

Lys

Val

Asp

Phe

310

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

380

Lys

Ser

Ser

Ser

Thr T

215

Lys

Pro

Asp

Asp

Gly

295

Asn

Trp

Pro

Glu

Aszn

375

Ile

Thr

Lys

ES 2448 542 T3

Leu

200

Thr

Pro

Thr

Val

280

Val

Ser

Len

Ala

Fro

360

Gln

Ala

Thr

Leu

ser

Ser

Thr

Val

Leu

265

Ser

Glu

Thr

Asn

Fro

345

Gin

Val

Val

Fro

Thr

425

Val

Ser

Cys

Glu

Ala

250

Met

His

Val

Phe

Gly

330

Ile

Val

S5er

Glu

EFro

410

WVal

Met

Val

Asn

Arg

235

Gly

Ile

Glu

Arg

315

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

395

Mat

Asp

111

Val

Val

220

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

300

Val

Glu

Lys

Thr

Thrx

380

Glu

Leu

Lys

Glu

Thr

205

Asp

Cys

Ser

Axrg

Pro

285

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

365

Cya

ser

Asp S

Ser

Ala

Val

His

Cys

Val

Thr

270

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

350

Fro

Leu

Asn

Arg
430

Leu

Fro

Lys

Val

Phe

255

Fro

Val

Thr

Val

Cys

335

S5er

)
3]
[+]

Val

Gly

ASD

4153

Trp

Ser

Fro

Glu

240

Leu

Lys

Leu

320

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

400

Gly

Gln



10

435

ES 2448 542 T3

440

445

His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
450

<210> 122

<211>130

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 122

Met
1

Gly

Ala

Leu

a5

Phe

Thr

Ser

Gly

Ser

Thr

Phe
50

Val

Ser G

Gln

Ser

Gln
130

<210>123

<211> 237

<212> PRT

Val

Arg

Gly

35

Tyr

Ile

Ala

Gly
115

Leu

Cys

20

Gln

Val

yr

Ser

Glu

100

5er

<213> Homo sapiens

<400> 123

Met Ser Val Leu Thr Gln Val Leu Ala Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr

1

Asp

Thr

His

Asp

Asn

83

Asp

Tyr

Gln

Ile

Ala

Trp

Asp

70

Ser

Glu

val

5

Val

Glu

Arg

Tyr

35

Asn

Gly

Ala

Phe

455

Leu

Leu

Ile

40

Gln

Asn

Asn

Asp

Gly
120

Ala

Thr

25

Ser

Gln

Arg

Thr

Tyr

105

Gly

Leu

10

Gln

Cys

Lys

Ala
20

Tyr

Arg

Leu

Pro E

Ser

Pro

Ser

75

Thr

Cvys

Thr

112

Leu

Gly

Gly

Leu

Gly

Lys

10

Leu

Ser

Asp

45

Gln

Ile

Thr

Ser

Leu
125

460

Trp

Val

30

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp

110

Thr

Leu

15

Ser

Ile

Fro

Glu

Ser

25

Ala

Val

Thr

Val

Gly

Val

Arg

80

Gly

Gly

Leu

15



ES 2448 542 T3

Gly Thr Arg Cys Asp Ile Ala Leu Thr Gln Pro Ala Ser Val Ser Gly
20 25 30

Ser Pro Gly Gln Ser Ile Thr Ile Ser Cys Thr Gly Thr Ser Ser Asp

Val Gly Asp Ile Asn Asp Val Ser Trp Tyr Gln Gln His Pro Gly Lys
50 55 60

Ala Pro Lys Leu Met Ile Tyr Asp Val Asn Asn Arg Pro Ser Gly Val
65 70 75 80

Ser Asn Arg Phe Ser Gly Ser Lys Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr

Ile Ser Gly Leu Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyvr Tyr Cys Ser Ser
100 105 110

Tvr Gly Glu Ser Leu Thr Ser Tyr Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
115 120 125

Thr Val Leu Gly Gln Pro Lys Ala Ala Pro Ser WVal Thr Leu Phe Pro
130 135 140

Pro Ser Ser Glu Glu Leu Gln Ala Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu
145 150 155 160

Ile Ser Asp Phe Tyr Pro Gly Ala Val Thr Val Ala Trp Lys Ala Asp
165 170 175

Ser Ser Pro Val Lys Ala Gly Val Glu Thr Thr Thr Pro Ser Lys Gln
180 185 120

Ser Asn Asn Lys Tyr Ala Rla Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu
185 200 205

Gln Trp Lys Ser His Arg Ser Tyr Ser Cys Gln Val Thr His Glu Gly
210 215 220

Ser Thr Val Glu Lys Thr Val &la Pro Thr Glu Cys Ser
225 230 235

<210> 124
<211> 234
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 124

113



Met

Gly

Ala

Ser

Leu

65

Phe

Thr

Val

Gly

Glu

145

Phe

Val

Lys

Ser

Glu
225

Ser

Thr

Pro

Phe

50

Val

Ser

Gln

Glu

Gln

130

Glu

Tyr

Lys

Tyr

His

210

Lys

<210> 125

<211> 237

<212> PRT

Val

B.,rg

Gly

35

Tyr

Ile

Gly

Ala

Pro

115

Pro

Leu

Pro

Ala

Ala

185

Arg

Thr

Leu

Cys

20

Gln

Val

Tyr

Ser

Glu

100

AsSp

Lya

Gln

Gly

Gly

180

Ala

Ser

Val

<213> Homo sapiens

Thr

Asp

Thr

His

Asp

Asn

Asp

Tyr

Ala

Ala

Ala

165

val

Ser

Tyr

Rla

Gln

Ile

Ala

Trp

Asp

70

Ser

Glu

Val

Ala

Asn

150

Val

Glu

Ser

Ser

Fro
230

Val

Glu

Arg

Tyr

55

Asn

Gly

Ala

Phe

Pro

135

Lys

Thr

Thr

Tyr

Cys

215

Thr

Len

Leu

Ile

40

Gln

Asn

Asn

RAsp

Gly

120

Ser

Ala

Val

Thr

Leu

200

Gln

Glu

ES 2448 542 T3

Ala

Thr

25

Ser

Gln

Arg

Thr

Tyr

105

Gly

Val

Thr

Thr

185

Ser

Val

Cys

Leau

10

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

90-

Tyz

Gly

Thr

Len

Trp

170

Fro

Leu

Thr

Ser

Leu

Pro

Ser

Fro

Ser

Thr

Cys

Thr

Leu

Val

155

Lys

Ser

Thr

His

114

Leu

Pro

Gly

Gly

Gly

Leu

Ala

Lys

Phe

140

Cys

Ala

Lys

Ero

Glu
220

Leu

Ser

Asp

45

Gln

Ile

Thr

Ser

Leu

125

Pro

Leu

Asp

Gln

Glu

205

Gly

Trp

Val

30

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp

110

Thr

Pro

Ile

Ser

Ser

120

Gln

Ser

Leu

15

Ser

Ile

Fro

Glu

Ser

95

Thr

Val

sSer

Ser

Asn

Trp

Thr

Thr

Val

Gly

Val

Ardg

Gly

Gly

Leu

Ser

Asp
160

r Pro

Asn

Lys

Val



<400> 125

Met

1

Gly

Ser

Val

Ala

65

Ser

Ile

Tyr

Thr

Fro

145

Ile

Ser

Ser

Gln

<210> 126

Thr

Pro

Gly

50

Pro

Asn

Ser

Ala

Val

130

Ser

Ser

Ser

Asn

Trp

Ser
225

Val

Arg

Lys

Arg

Gly

Gly

115

Leu

Ser

Asp

FPro

Asn

195

Lys

210

Thr

Leu

Cys

20

Gln

Ile

Leu

Phe

Leu

100

Ser

Glu

Val
180

Lys

Ser

Thr

Asp

Ser

Asn

Met

Ser

85

Iyr

Tyr

165

Lys

Tyr

His

Gln

Ile

Ile

Asp

Ile

70

Gly

Ala

Leu

Pro

Leu

150

Fro

Ala

Ala

Arg

Val

Ala

Thr

Val

535

Tyxr

Ser

Glu

Ser

Lys

135

Gln

Gly

Ala

Ser

ES 2448 542 T3

Leu

Leun

Ile

40

Ser

Asp

Lys

Asp

Glu

120

Ala

Ala

Ala

Val

Ser

200

Tyr

Ala

Thr

25

Ser

Trp

Val

Ser

Glu

105

Val

Ala

Asn

Val

Glu

185

Ser

Ser

215

Leu

10

Gln

Cys

Tyr

Lsn

Gly

a0

Ala

Phe

Pro

Lys

Thr

170

Thr

Tvr

Val Glu Lys Thr Val Ala
230

Leu Leu Leu Trp Leu
15

FPro Ala Ser Val Ser
30

Thr Gly Thr Ser Ser
45

Gln Gln His Pro Gly
&0

Asn Arg Pro Ser Gly
15

Asn Thr Ala Ser Leu
95

-

Tyr Cys Gln
110

Asp Tyr

Gly Gly Gly Thr Lys
125

Ser Val Thr Leu Phe
140

Ala Thr Leu Val Cys
155

Val Ala Trp Lys RAla
175

Thr Thr Pro Ser Lys
190

Leu Ser Leu Thr Pro
205

Gln Val Thr His Glu

220

Thr

Gly

Asp

Lys

Val

Thr

Ser

Leu

Pro

Leu

160

Asp

Gln

Glu

Gly

Pro Thr Glu Cys Ser

235

115



<211> 237

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 126

Met

Gly

Ser

Val

Ala

63

Ser

Ile

Tyr

Thr

Fro

145

Ile

Ser

Ser

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Azn

Ser

Gly

Val

130

Ser

Ser

Ser

Val

Arg

Gly

35

Asp

Lys

Arg

Gly

Glu

115

Leu

Ser

Asp

Pro

Leu

Cys

20

Gln

Ile

Leu

Phe

Leu

100

Ser

Gly

Glu

Phe

Val
180

Thr

Asp

Ser

Asn

Met

Ser

85

Gln

Leu

Gln

Glu

Tyr

165

Lys

Gln

Ile

Ile

Asp

Ile

70

Gly

Ala

Thr

Pro

Leu

130

Pro

Ala

Val

Ala

Thr

Val

23

Tyr

Ser

Glu

Lys

135

Gln

Gly

Gly

ES 2448 542 T3

Leu

Leu

Ile

40

Ser

Asp

Lys

Asp

Tyr

120

Ala

Ala

Ala

Val

Ala

Thr

25

Ser

Trp

Val

Ser

Glu

105

Val

Ala

Lsn

Val

Glu
185

Leu

10

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

20

Ala

Phe

Pro

Thr
170

Thr

Leu

Thr

Gln

Asn

Asn

Asp

Gly

Ser

Ala

155

Val

Thr

116

Leu

Ala

Gly

Gln

60

Arg

Thr

Tyr

Gly

Val

140

Thr

Ala

Thr

Leu

Ser

Thr

45

His

Pro

Ala

Tyr

Gly

125

Thr

Leu

Trp

Pro

Trp

Val

30

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

110

Thr

Leu

Val

Lys

Leu

15

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

95

Ser

Lys

Phe

Cys

Ala

175

Lys

Thr

Gly

Asp

Lys

Val

Thr

Ser

Fro

Leu

160

Asp

Gln



ES 2448 542 T3

Ser Asn Asn Lys Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu
195 200 205

Gln Trp Lys Ser His Arg Ser Tyr Ser Cys Gln Val Thr His Glu Gly
210 215 220

Ser Thr Val Glu Lys Thr Val Ala Pro Thr Glu Cys Ser
225 230 235

<210> 127
<211> 237
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 127

Met Ser Val Leu Thr Gln Val Leu Ala Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr

Gly Thr Arg Cys Asp Ile ARla Leu Thr Gln Pro Ala Ser Val Ser Gly
20 25 30

Ser Pro Gly Gln Ser Ile Thr Ile Ser Cys Thr Gly Thr Ser Ser Asp
35 40 45

Val Gly Asp Ile Asn Asp Val Ser Trp Tyr Gln Gln His Pro Gly Lys
50 55 60

Ala Pro Lys Leu Met Ile Tyr Asp Val Asn Asn Arxg Pro Ser Gly val
65 T0 75 80

Ser Asn Arg Phe Ser Gly Ser Lys Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr
85 20 95

Ile Ser Gly Leu Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ser Ser
100 105 110

Tyr Gly Glu Ser Leu Thr Ser Tyr Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
115 120 125

Thr Val Leu Gly Gln Pro Lys ARla Ala Pro Ser Val Thr Leu Phe Pro
130 135 140

Pro Ser Ser Glu Glu Leu Gln Ala Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu
145 150 155 180

Ile Ser Asp Phe Tyr Fro Gly Ala Val Thr Val Ala Trp Lys Ala Rsp

117



Ser

Ser Asn

Gln

Ser

225

<210> 128

<211> 237

<212> PRT

Ser

Thr

Pro

Asn

135

Lys

Val

<213> Homo sapiens

<400> 128

Met

Gly

Ser

Val

Ala

65

Ser

Ile

Tyr

Thr

Ser

Thr

Asn

Ser

Gly

Val
130

Val

Arg

Gly

35

Asp

Lys

Gly

Glu
115

Leu

Leu

Cys

20

Gln

Ile

Leu

g Phe

Leu
100

Ser

Gly

Val
180

Lys

Ser

Glu

Thr

Asp

Ser

Asn

Mat

Ser

Gln

Leu

Gln

165

Lys

Iyr

His

Lys

Gln

Ile

Ile

Asp

Ile

70

Gly

Ala

Thr

Pro

Ala

Ala

Arg

Thr
230

Val

Ala

Thr

Val

35

Tyr

Ser

Glu

Ser

Lys
135

ES 2448 542 T3

Gly Val

la Ser
200

Ser Tyr Ser

215

Val Ala

Leu Ala

Leu Thr
25

Ile Ser
40

Ser Trp

Lgp Val

Lys Ser

Asp Glu
105

Tyr Val
120

Ala Ala

Glu

170

185

Ser

Pro

Leu

10

G1ln

Cys

Iyr

Asn

Gly

Ala

Fhe

Pro

Leu

Pro

Thr

Gln

Asn

75

Asn

Asp

Gly

Ser

118

Tyr

Thr

Thr Thr Thr

Cys Gln Val

Leu Ser

FPro

Leu

205

220

235

Leu Leu

Ala Ser

Gly Thr

Gln His

60

Arg Pro

Thr Ala

Tyr Tyr

Gly Gly

125

Val Thr
140

Glu Cys

Trp

Val

30

Ser

Fro

Ser

Ser

Cys

110

Thr

Leu

Thr

Ser

Leu

15

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

Ser

Lys

Phe

Ser
190

Thr

His

Thr

Gly

Rsp

Lys

Val

80

Thr

Ser

Leu

Pro

175

Lys

Pro

Glu

Gln

Glu

Gly



Pro
145

Ser

Ser

Gln

Ser

225

<210> 129

<211> 237

<212> PRT

Ser

Ser

Ser

Asn

Trp

210

Thr

Ser

Asp

Pro

Asn

195

Lys

Val

<213> Homo sapiens

<400> 129

Met

Ser

Val

Ala

65

Ile

Tyr

Ser

Thr

Pro

Gly

50

Pro

Asn

Ser

Gly

Arg

Gly

35

Asp

Lys

Arg

Gly

Glu

Glu

Phe

Val

180

Lys

Ser

Glu

Leu

Cys
20

Leu

Phe

Leu

100

Ser

Glu

Tyr

165

Lys

Tyr

His

Lys

Thr

Asp

Ser

Asn

Met

Ser

g5

Gln

Leu

Leu

150

Pro

Ala

Ala

Arg

Thr
230

Gln

Ile

Ile

Asp

Ile

70

Gly

Lla

Thr

Gln

Gly

Gly

Ala

Ser

215

Val

Val

Ala

Thr

Val

55

Tyr

Ser

Glu

sSer

ES 2448 542 T3

Ala

Ala

Val

Ser

200

Tyr

Ala

Len

Leu

Ile

40

Ser

Asp

Lys

Asp

Tyr

Asn

Val

Glu

185

Ser

Ser

Pro

Ala

Thr

25

Ser

Trp

Val

Ser

Glu

105

Val

Lys

Thr

170

Thr

Tyr

Cys

Thr

2

Leu

10

Gln

Cys

Tyr

asn

Gly

g0

Ala

Fhe

119

Glua

Ala

155

Val

Thr

Leu

Gln

Thr

Ala

Thr

Ser

Val

220

35

Leu

Fro

Thr

Gln

Asn

15

Asn

Asp

Gly

Cys

Leu

Ala

Gly

Thr

Tyr

Gly

Leu

Trp

Pro

Leu

205

Thr

Ser

Le u

Ser

Thr

45

His

Ala

Tyr

Gly

Val

Lys

Ser

190

Thr

His

Cys

Ala

175

Lys

Pro

Glu

Trp

Val

30

-‘.-SE'-‘-T_‘

Pro

Ser

Ser

Cys

110

Thr

Leu

15

Ser

Ser

Gly

Leu
95

Ser

Lys

Leu

160

Asp

Gln

Glu

Gly

Thr

Gly

Asp

Lys

Val

80

Thr

Ser

Leu



115

Thr Val Leu
130

Pro Ser Ser

145

Ile Ser Asp

Ser Ser Pro

Ser Asn Asn

195

Gln Trp Lys
210

Ser Thr Val

225

<210> 130

<211> 237

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 130

Met Ser
1

Gly Thr

S5er Pro

Val Gly
50

Rla Pro
65

Ser Asn

Val Le

Gly Gln

Glu Glu

Phe Tyr

ES 2448 542 T3

120

Pro Lys Ala RAla

135

Leu Gln Ala Asn

150

165

Val Lys

180

Lys Tyr

Ser His

Glu Lys

u Thr

Arg Cys Asp

20

Gly Gl
35

Asp I1

n Ser

2 Asn

Lys Leu Met

Arg Phe Ser

85

Pro Gly Ala Val

ala Gly val Glu

185

Ala Ala Ser Ser

200

Arg Ser Tyr Ser

215

Thr Val Ala Pro

230

Gln

Ile

Ile

Asp

Ile

70

Gly

Val Leu Ala

Ala Leu Thr
25

Thr Ile Ser
40

Val Ser Trp
35

Tyr Asp Val

Ser Lys Ser

Pro

Lys

Thr

170

Thr

Tvr

Cys

Thr

Leu

10

Gln

Cys

Tyr

Azn

Gly
90

120

Ser

Ala

155

Val

Thr

Leu

Gln

Glu
235

Leu

Pro

Thr

Gln

Asn

Asn

Val

140

Thr

Ala

Thr

Ser

Val

220

Cys

Leu

Ala

Gly

Gln

60

Aryg

Thr

125
Thr Leu Phe Pro
Leu Val Cys Leu
160
Trp Lys Ala Asp
175
Pro Ser Lys Gln
190
Leu Thr Pro Glu
205
Thr His Glu Gly
Ser
Leu Trp Leu Thr
15
Ser Val Ser Gly
30
Thr Ser Ser Asp
45
His Pro Gly Lys
Fro Ser Gly Val
80
Ahla Ser Leu Thr
95



Ile

Tyr

Thr

Ser

Ser

Gln

Ser
225

Ser

Asp

val

130

Ser

Ser

Ser

Asn

Trp

Thr

<210> 131

<211> 237

<212> PRT

Gly

Gly

115

Leu

Ser

Asp

Fro

Asn

195

Lys

Val

Leu
100

Fro

Gly

Glu

Phe

val

180

Lys

Ser

<213> Homo sapiens

<400> 131

Met

1

Gly

Ser

Val

Ala

Ser

Thr

Pro

Gly

Fro L

Val
Arg
Gly
35

Asp

Leu

Cya

20

Gln

Ile

Leu

Gln

Gly

G1ln

Glu

Tyr

1la5

Lys

Tyr

His

Lys

Thr

Asp

Ser

Asn

Met

Ala

Leu

Pro

Leu

150

Pro

Ala

Ala

Thr
230

Gln

Ile

Ile

Asp

Ile

Glu

Ser

Lys

133

Gln

Gly

Gly

Ala

g Ser

2135

Val

Val

Ala

Thr

Val

55

Iyr

ES 2448 542 T3

Asp

Glu

120

Ala

Ala

Ala

Val

Ser

200

Tyr

Ala

Leu

Leu

Ile

40

Ser

Asp

Glu

105

Val

Ala

Asn

Val

Glu

185

Ser

Ser

Pro

Ala

Thr

25

Ser

Trp

Val

Ala Asp

Phe Gly

Pro Ser

Lys Ala

155

Thr Vai
170

Thr Thr

Tyr Leu

Cys Gln

Thr Glu

Leu
10

Gln

Tyr

A=n

235

Leu

Pro

Thr

Gln

121

Tyr

Gly

Val

140

Thr

Ala

Thr

Ser

Val

220

Cys

Leu

Ala

Gly

Gln

60

Arg

Tyr

Gly

125

Thr

Leu

Trp

Pro

Leu

Cys

110

Thr

Leu

Val

Lys

Ser

190

Thr

205

Thr

Ser

Leu

Ser

Thr

45

His

Pro

His

Trp

Val

30

Ser

Fro

Ser

Ser

Lys

Phe

Cys

Ala

175

Lys

Pro

Thr

Leu

Fro

Leu

180

Lsp

Gln

Glu

Gly

Leu Thr

15

Ser Gly

Ser Asp

Gly Lys

Gly Val



ES 2448 542 T3

65 70 73 a0

Ser Asn Arg Phe Ser Gly Ser Lys Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr
85 20 a5

Ile Ser Gly Leu Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ser Ser
100 105 110

Tyr Gly Glu Ser Leu Thr Ser Tyr Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
115 . 120 125

Thr Val Leu Gly Gln Pro Lys Ala Ala Pro Ser Val Thr Leu Phe Pro
130 135 140

Pro Ser Ser Glu Glu Leu Gln Ala Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu
145 150 155 160

Ile Ser Asp Phe Tyr Pro Gly Ala Val Thr Val Ala Trp Lys Ala Asp
165 170 175

Ser Ser Pro Val Lys Ala Gly Val Glu Thr Thr Thr Pro Ser Lys Gln
180 185 190

Ser Asn Asn Lys Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu
185 200 205

Gln Trp Lys Ser His Arg Ser Tyr Ser Cys Gln Val Thr His Glu Gly
210 215 220

Ser Thr Val Glu Lys Thr Val Ala Pro Thr Glu Cys Ser
225 230 235

<210> 132
<211> 237
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 132

Met Ser Val Leu Thr Gln Val Leu Ala Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr
1 5 10 15

Gly Thr Arg Cys Asp Ile Ala Leu Thr Gln Pro Ala Ser Val Ser Gly
20 25 30

Ser Pro Gly Gln Ser Ile Thr Ile Ser Cys Thr Gly Thr Ser Sgr Asp
35 40 45

122



Val Gly Asp
50

Rla Pro Lys
65

Ser Asn Arg

Ile Ser Gly

Tyr Asp Gly
115

Thr Val Leu
130

Pro Ser Ser
145

Ile Ser Asp

Ser Ser Pro

Ser Asn Asn
195

Gln Trp Lys
210

Ser Thr Val
225

<210> 133
<211> 1410
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 133

Ile

Leu

Phe

Leu

100

Fro

Gly

Glu

Fhe

Val

180

Lys

Glu

Asn

Met

Ser

Gln

Gly

Gln

Glu

Tyr

165

Lys

Tyr

- His

Lys

Asp

Ile

70

Gly

Ala

Leu

Pro

Leu

150

Fro

Ala

‘Ala

Arg

Thr
230

Val

35

sSer

Glu

Ser

Lys

135

Gln

Gly

Gly

Ala

Ser

215

Val

ES 2448 542 T3

Ser

Asp

Lys

Asp

Glu

120

Ala

Ala

Ala

Val

Ser

200

Tyr

Ala

Trp

Val

Ser

Glu

105

Val

Ala

Ban

val

Glu

185

Ser

Ser

Bro

Tyr

Asn

Gly

Ala

Phe

Fro

Lys

Thr

170

Thr

Tyr

Cya

Thr

Asn

75

Asn

Asp

Gly

Ser

Ala

155

Val

Thr

Leu

Gln

Glu
235

123

Gln

60

Arg

Thr

Tyr

Gly

Val

140

Thr

Ala

Thr

Ser

Val

220

Cys

His

Pro

Ala

Tyr

Gly

125

Thr

Leu

Trp

Fro

Leu

205

Thr

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

110

Thr

Leu

Val

Lys

Ser

190

Thr

Hia

Gly

Gly

Leu

Ser

Lys

Phe

Cys

Ala

175

Lys

Pro

Glu

Lys

Val

80

Thr

Thr

Leu

Fro

Len

160

Asp

Gln

Gly



atggctt ggg
gtgcagctgg

tgecgecgeca

ggcaagggce
gacagcgtga
cagatgaaca
cacggccace
gtctectcag
accteocgaga
acggtgtegt
cagtcctcag
acccagacct
gttgagcgca
tecagtetteco
gtcacgtgcyg
gtggacggcg
acgttccgtyg
tacaagtgca
accaaagggc
accaagaacc
gtggagtggg
gactccegacg
caggggaacyg

aagagcetcot

tgtggacctt
tecgagtetgg

geggettcac

tggagtgggt
agggcoggtt
gcectgeggge
tgggcggagy
cttccaccaa
gcacagcgge
ggaactcagy
gactctactce
acacctgcaa
aatgttgtgt
tcttececooe
tggtggtgga
tggaggtgea
tggtcagcgt
aggtctccaa
agececogaga
aggtcagect
agagcaatgg
getoottett
tcttcteatyg

cectgtotoc

<210> 134

<211> 1389

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 134

ES 2448 542 T3

geccattectg

cggcggacty

cticagcagc

gtcetteate
caccatcagc
cgaggacacc
actgagcatg
gggcccatece
cctgggetge
cgctetgace
ccteoageage
cgtagatcac
cgagtgeoeca
daaacccaag
cgtgagecac
taatgccaag
cctcaccgtt
caaaggcctc
accacaggtg
gacctgeetg
gcagcocggag
coctoctacage
ctceocgtgatg

gggtaaatga

atggcagcetg
gtgcagectg

tacgtgatga

agcggcgaca
cgggacaaca
goegtgtact
gatttctggg
gtcttcocoocco
ctggtcaagy
ageggegtge
gtggtgacag
aagcccagea
cegtgoocag
gacacccteca
gaagacccey
acaaagcocac
gtgcaccagg
ccageceocca
tacaccctgc
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg

catgaggcte

124

cccaaagegt
gcggeagect

actgggtgcg

gcagcaacac
graagaacac
actgégcccg
gecagggcac
tggecgeectyg
actacttcece
acaccttcce
tgecoctecag
acaccaaggt
caccacctgt
tgatctcceg
aggtccagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ceccateoeyg
totacccecag
agaccacacc
tggacaagag

tgcacaacca

gcaggcecag
gagactgage

gcaggceoect

ctactacgce
cctgtacctyg
gacctteratg
cctggtcace
ctccaggage
cgaaccggtyg
agctgtcoccta
caacttegge
ggacaagaca
ggcaggaccg
gaccectgag
caactggtac
gttcaacagc
cggcaaggag
catctccaaa
ggaggagatg
cgacatcgcc
tcccatgctyg
caggtggcag

ctacacgcag

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1410



atggcttggg
gtgcagetgg
tgcgccgcéa
ggcaagggec
gacagcgtga

cagatgaaca

ctgractteg
ggcccatceg
ctgggctgec
gctctgacea
ctecagcageg
gtagatcaca
gagtgccecac
aaacccaagg
gtgagccacyg
aatgccaaga
ctcaccgttyg
aaaggcctec
ccacaggtgt
acctgcctgg
cagccggaga
ctectacagea
tccgtgatge

ggtaaatga

tgtggacctt
tocgagagcgg
goggcttcac
tggaatgggt
agggccggtt

gocektgegggo

actactgggg
tcttceocect
tggtcaagga
gcggcogtgea
tggtgacagt
agececcageaa
cgtgcececcage
acaccctcat
aagaccccga
caaagccacg
tgcaccagga
cagoecccecat
acaccctgec
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcaccgt

atgaggctct

<210> 135
<211> 1410
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 135

ES 2448 542 T3

gccattectg
cggaggactyg
cttcagaage
gtccaacatc
caccatcagce

cgaggacacc

ccagggeoace
ggcgceoctge
ctactteccece
caccttccca
gcoctooage
caccaaggtg
accacctgtg
gatctcocgg
ggtccagttc
ggaggagcag
ctggctgaac
cgagaaaacc
cocatooogg
ctaccccage
gaccacacct
ggacaagagc

gcacaaccac

atggcagctyg
gtgcagectg
cactggctgt
aactacgacg
cgggacaaca

gecogtgtact

ctggtcaceyg
tccaggagca
gaaccggtyga
gctgtectac
aacttcggea
gacaagacag
gcaggaccgt
accoctgagy
aactggtacg
ttcaacagca
ggcaaggagt
atctccaaaa
gaggagatga
gacatcgccg
cceatgetgyg
aggtggcagce

tacacgcaga

cccaaggtgt
gocggoagoect
cctgggtgey

gcagcagcac

gcaagaacac

actgcgecag

tctecteoage
cctoccgagag
cggtgtegtg
agtcctcagg
ccragaccta
ttgagcgcaa
cagtctteet
tcacgtgegt
tggacggegt
cgttcogtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
crcaagaacca
tggagtggga
actccgacgg
aggggaacgt

agagecteote

125

ccaggcccag
gagactgagc
gcaggeccct
ctactacgce
cctgtacctyg

ggacacctac

ttccaccaag
cacagcggcc
gaactcagge
actctactcec
cacctgcaac
atgttgtagte
cttccccceca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggteagegte
ggtoetccaac
gccoogagaa
ggtcagecetg
gagcaatggg
ctococttotte
cttctcatge

cectgtetoog

360

420

480

540

600

720

780

240

200

960

1020

1080

1140

1200

12&0

1320

1380

1389



atggcttgag
gtgcagctgg
tgcgecgeca
ggcaagggcc
gacagcgtga
cagatgaaca
cacggcecace
gtctoctcag

acctcoccgaga

acggtgtogt
cagtoctoag
acccagacct
gttgagcgeca
tcagtctice
gtcacgtgeg
gtggacggcy
acgttcocgtg
tacaagtgca
accaaagggc
accaagaacc
gtggagtggyg
gactccgacg

caggggaacy

aagagccotot

tgtggacctt
tcgagtetgg
geggetteac
tggagtgggt
agggeeggtt
gcetgegggce
tgggcggagy
cttccaccaa

gcacagcgge

ggaactcagg
gactctacte
acacctgcaa
aatgttgtgt
tectteocecoeo
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagegt
aggtctccaa
agccocccgaga
aggtcagect
agagcaatgg
gcteoettett
tcttcteatyg

cootgtotoc

<210> 136

<211> 1389

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 136

ES 2448 542 T3

goccatteooctyg
cggceggactg
cttcagcage
gtcetteate
caccatcage
cgaggacaco
actgagcatyg
gggccocateoe

cctgggetge

cgctotgace
cctecageage
cgtagatcac
cgagtgcecca
aaaacccaag
cgtgagocac
taatgccaag
cctcaccgtt
caaaggectc
accacaggtg
gacctgectyg
gcagecggag
cctectacage
cteocegtgatg

gggtaaatga

atggcagcetg
gtgcagectg
tacgtgatga
agcggcegaca
cgggacaaca
googtghtact
gatttctggg
gtcttoccce

ctggtcaagg

agcggegtge
gtggtgacag
aagcccagca
cocgtgoccag
gacaccctca
gaagacceeg
acaaagccac
gtgcaccagg
ccageeccca
tacacecctge
gtcaaaggcet
aacaactaca
aagctcacceg

catgaggctc

126

cccaaagogt
goggeagecet
actgggtgeg
goagcaacac
gcaagaacac
actgocgoocg
gocagggceac
tggogecctyg

actacttcocc

acacctteccc
tgcecotecag
acaccaaggt
caccacctgt
tgatecteccg
aggtccagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccocatoceg
tctaccoccag
agaccacacc
tggacaagag

tgcacaacca

gcaggcccag
gagactgagce
gcaggcoceoct
ctactacgcc
cctgtacctyg
gaccttecatyg
coctggteacc
ctccaggage

cgaaccggtg

agctgtccta
caacttcggc
ggacaagaca
ggcaggaccyg
gacccctgag
caactggtac
gttcaacagc
cggcaaggag
catctccaaa
ggaggagatg
cgacatcgec
tccecatgetg
caggtggecag

ctacacgcag

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

£840

900

260

1020

1080

1140

1200

1260

13290

1380

1410



atggcttggg
gtgcagectgg
tgcgeocgeca
ggcaagggec
gacagcgtga
cagatgaaca
ctgcactteg
ggoccatoog
ctgggctgec
gctctgacca
ctcagcagcg

gtagatcaca

gagtgccceac
aaacccaagg
gtgagccacyg
aatgccaaga
ctcaccgttg
aaaggeccteoo
ccacaggtgt
acctgcootgg
cagecggaga
ctotacagea
tccghtgatge

ggtaaatga

tgtggacctt
tegagagegy
gcggcttcac
tggaatgggt
agggceggtt
gcectgeggge
actactgggg
tcttocecct
tggtcaagga
gecggogtgca
tggtgacagt

agcccagcaa

cgtgcccago
acaccctcat
aagaccccga
caaagccacyg
tgcaccagga
cagocococcat
acaccctgec
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcacegt

atgaggctct

<210> 137
<211> 1386
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 137

ES 2448 542 T3

geccattoctyg
cggagggctyg
cttcagaagce
gtccaacatc
caccatcage
cgaggacacc
ccagggcacc
ggcgoectge
ctacttecce
caccttececa
gcoctocage

caccaaggtg

accacctgtg
gatctceccgg
ggtccagttc
ggaggageay
ctggetgaac
cgagaaaacc
ccecatccogg
ctaccccago
gaccacacct
ggacaagagc

gcacaaccac

atggcagctg
gtgcagoctg
cactggetgt
aactacgacg
cgggacaaca
gécgtgtact
ctggtcaccg
toccaggagea
gaaccggtga
gctgtectac
aacttcggea

gacaagacag

gcaggaccgt
acccctgagyg
aactggtacg
ttcaacagca
ggcaaggagt
atctccaaaa
gaggagatga
gacategcog
cccatgotgg
aggtggcage

tacacgcaga

127

cccaaggtgt
gcggeagect
cctgggtgeg
gcagcagcac
gcaagaacac
actgcgecag
tctectecage
coctoogagag
cggtgtegtyg
agtcctcagyg
cccagaccta

ttgagcgeaa

cagtecttect
tcacgtgcgt
tggacggegt
cgtteocgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggea
Cccaagaacca
tggagtggga
actcecgacyg

aggggaacgt

agagcctctce

ccaggococay
gagactgagc
gecaggeccoct
ctactacgcc
cctgtacctyg
ggacacctac
ttccaccaag
cacagceggec
gaactcagge
actctactcc
cacctygcaac

atgttgtgte

cttccooocca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagegte
ggtctecaac
gococgagaa
ggtcagectyg
gagcaatggqg
ctoottette
cttoteatge

cctgtcteog

&80

120

180

240

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1389



atggottogy
gtgcagcetgg
tgegocgeca
ggcaagggcc
agcgtgaagyg
atgaacagco
cacttcgact
ccatcegtet
ggctgcctgy
ctgaccageg
agcagegtgyg
gatcacaagc
tgececaccgt
cccaaggaca

agccacgaag

gccaagacaa
accgttgtge
ggectoocag
caggtgtaca
tgectggtca
ccggagaaca
tacagcaagc
gtgatgcatyg

aaatga

<210> 138

<211> 1386

<212> ADN

tgtggacctt
tcgagagegy
goggcttcac
tggaatgogt
gocoggttcac
tgogggocga
actggggcea
tcocoectgge
tcaaggacta
gecgtgeacac
tgacagtgee
ccagcaacac
gcecrageoacc
cccpcatgat

accococgaggt

agccacggga
accaggactg
coccecatega
coctgoocce
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtygga

aggctetgea

<213> Homo sapiens

<400> 138

ES 2448 542 T3

gccatteetyg
cggagggetyg
cttcagaagc
gteoegtgace
catcagocogg
ggacacogoo
gggcaccctg
gooctgetec
cttccccgaa
cttecocaget
ctocagcaac
caaggtggac
acctgtggea
ctoceooggace
ccagttcaac
ggagcagttc
gctgaacggce
gaaaaccatc
atccogggag
cccocagegac
cacacctceoc
caagagcagg

caaccactac

atggcagetg
gtgcagecctyg
cactggectgt
ggegtgoacyg
gacaacagca
gtgtactact
gtcaccgtct
aggagcacct
ccggtgacygg
gtoctacagt
ttocggeacce
aagacagttyg
ggaccgtceag
cctgaggtca
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaaaceca
gagatgacca
atcgcegtgyg
atgctggact
tggcagcagg

acgcagaaga

128

cccaaagtgt
gcggcagect
cctgggtgeg
gocgacaccta
agaacaccct
gcgccaggga
cctcagotte
ccgagageac
tgtcgtggaa
cctecaggact
agacctacac
agcgcaaatg
tocttectett
cgtgegtggat

acggegtgga

tcecgtgtggt
agtgcaaggt
aagggeagec
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggete
ggaacgtctt

goctotecct

ccaggcccayg
gagactgage
gcaggcccect
ctacgccogac
gtacctgeag
cacctacctg
caccaagggc
ageggeccety
ctcaggeget
ctactccete
ctgrcaacgta
ttgtgtcgag
ccocccaaaa
ggtggacgty

ggtgecataat

cagcgtecte
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagcotgace
caatgggcag
cttettocte
ctcatgctce

gtcotooggg

300

360

420

540

600

660

720

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1386



atggcttggg
gtgcagoctgg
tgcgcogeca
ggcaagggcoc
agcgtgaagg
atgaacagec
cacttcgact
ccatccgtct
ggctgectygg
ctgaccagcg
agcagcegtygg
gatcacaagc
tgcccaccgt
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgttgtge

ggcoctoccag

caggtgtaca
tgcctggtea
ccggagaaca
tacagcaagce
gtgatgcatg

aaatga

<210> 139

<211> 1386

<212> ADN

tgtggacctt
tocgagagcegy
gocggetteac
tggaatgggt
goceggtteac
tgcgggecga
actggggceca
tcceooctgge
tcaaggacta
gcocgtgeacac
tgacagtgce
ccagcaacac
goocagoaco
cecctcatgat
accccgaggt
agccacggdga
accaggactg

cocccoccatoga

coctgoocce
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga

aggetctgea

<213> Homo sapiens

<400> 139

ES 2448 542 T3

gccattectg
cggagggctyg
cttcagaage
gtcecgtgate
catcagoegg
ggacacogec
gggcaccctyg
gooctgotoo
cttcoccoccogaa
ctteoccaget
ctoccagcaac
caaggtggac
acctgtggea
ctcooggaco
ccagtteaac
ggagcagtte
gctgaacgge

gaaaaccatc

atcocogggag
cococagegac
cacacctceoe
caagagcaqq

caaccactac

atggeagetyg
gtgecagectg
cactggetgt
ggcaactggg
gacaacagca
gtgtactact
gtcaccgtct
aggagcacct
ccggtgacgg
gtcctacagt
ttcggcacce
aagacagttg
ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtgy
aacagcacgt
aaggagtaca

tccaaaacca

gagatgacca
atcgcecegtgg
atgctggact
tggcagcaqg

actgcagaadga

129

cccaaagtgt
gcggeagect
cctgggtygcyg
gcgacaccta
agaacaccct
gcgecaggga
cctocagette
ccgagagceac
tgtogtggaa
cctcaggact
agacctacac
agogcaaatyg
tecttectett
cgtgegtggt
acggcegtgga
tccgtgtggt
agtgcaaggt
aagggcoageo
agaaccaggt
agtgggagag
cogacggete
ggaacgtctt

gecteteect

ccaggoocag
gagactgagce
gcaggecccct
ctacgecogac
gtacctgcag
cacctacctg
caccaaggygc
agcggooctyg
ctcaggoget
ctactcecto
ctgocaacgta
ttgtgtcegag
cocccccaaaa
ggtggacgtg
ggtgeataat
cagcgtecte
ctccaacaaa

ccgagaacca

cagcctgaceo
caatgggcag
cttettecte
ctecatgetece

gtcteccgggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1386



atggcottggg
gtgcagetgg
tgocgeegeca
ggcaagggoc
agegtgaagyg
atgaacagcc
cacttcgact
ccatcogtot
ggctgcctgg
ctgaccagcg
agcagegtgg
gatcacaagc
tgoccacegt
cctaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgttgtge
ggcecteoccag
caggtgtaca
tgeoetggtea

ccggagaaca

tacagcaagce
gtgatgcaty

aaatga

<210> 140

<211> 1386

<212> ADN

tgtggacctt
tcgagagegg
gocggettcac
tggaatgggt
gecggtteac
tgogggooga
actggggceca
tccocectgge
tcaaggacta
gcgtgcacac
tgacagtagce
ccagcaacac

gcocageace

ccctecatgat

accccgaggt
agccacggga
accaggactg
cccccatcga
coctgoccen
aaggcttcta

actacaagac

tcaccgtgga

aggctetgea

<213> Homo sapiens

<400> 140

ES 2448 542 T3

geecattectg
cggagggcetg
cttcagaagc
gtcoccgtgacce
catcagocgg
ggacaccgcc
gggcaccctg
gococtgecteoo
cttocococogaa
ctteceocaget
ctocagcaac
caaggtggac
acctgtggca
cteocoocggace
ccagttcaac
ggagcagtte
gctgaacgge
gaaaaccatc
atcccgggag
ccccagcgac

cacacctcce

caagagcagg

caaccactac

atggcagetyg
gtgcagcctg
cactggctgt
acccaccagqg
gacaacagca
gtgtactact
gtcaccgtcet
aggagcacct
ccggtgacgyg
gtectacagt
tteggecacce
aagacagttg
ggaccgtcag
cctgaggtcea
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaaacca
gagatgacca
atcgeegtgg

atgctggact

tggcagcagyg

acgcagaaga

130

cccaaagtgt
gcggcagect
cctgggtgoeg
gctacaccta
agaacaccct
gcgccaggga
ccteocagette
ccgagageac
tgtcgtggaa
cctecaggact
agacctacac
agcgcaaaty
tettectett
cgtgegtggt
acggegtgga
tecocgtatgot
agtgcaaggt
aagggcagec
agaaccaggt
agtgggagag

ccgacggcete

ggaacgtett

gecctctooct

ccaggoocag
gagactgagc
gcaggcoect
ctacgccgac
gtacctgcag
cacctacctg
caccaagggce
agcggeectyg
ctcaggeget
ctactcecte
ctgcaacgta
ttgtgtcgag
cccceccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagcgtecte
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagcctgace
caatgggcag

cttottecte

cteatgetee

gtoctoogggt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
£60
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200

1260

1320
1380

1386



atggettggg
gtgcagcetgg
tgcgococgoca
ggcaagggcc
agcgtgaagy
atgaacagce
cacttcgact
ccatceogtet
ggctgeoctgyg
ctgaccageg
agcagcgtgg
gatcacaagc
tgoocacogt
cccaaggaca
aéccacgaag
gccaagacaa
accgttgtgo
ggoctocecayg
caggtgtaca
tgeectggtea
coggagaaca
tacagcaagc
gtgatgcatg

aaatga

<210> 141

<211>1389

<212> ADN

tgtggacectt
tecgagagegqg
gocggcttcac
tggaatgggt
gceggtteac
tgcgggocega
actggggeoca
tcecocootgge
tcaaggacta
gcogtgoacac
tgacagtgec
ccagcaacac
gcccageace
ccctecatgat
accccgaggt
agoccacggga
accaggactg
cococccateoga
ccotgeoocoe
aaggcttcta
actacaagac
tecaccgtgga

aggctctgea

<213> Homo sapiens

<400> 141

ES 2448 542 T3

geeattoctg
cggagggcty
cttcagaagc
gtoecgeocace
catcagecgyg
ggacaccgcec
gggoaccctyg
gcectgcteoco
ctteoccocccgaa
cttccoccaget
ctccagcaac
caaggtggac
acctgtggca
ctcecoggace
ccagttcaac
ggagcagttc
gcotgaacggoc
gaaaaccatc
atccocogggag
ccccagegac
cacaccteee
caagagcagy

caaccactac

atggeagetyg
gtgcageetyg
cactggctgt
aacagatacg
gacaacagca
gtgtactact
gtcaccgtct
aggagcacct
ceggtgacgg
gtcctacagt
ttcggcacce
aagacagttyg
ggaccgtcag
cctgaggtea
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaaacca
gagatgacca
atcgeogtgg
atgectggact
tggcagcagy

acgcagaaga

131

ccecaaagtgt
goggcageoct
cctgggtgcg
gctacaccta
agaacaccct
gcgocaggga
cctcagette
ccgagagcac
tgtcgtggaa
cctocaggact
agacctacac
agcgcaaatg
tcttoctott
cgtgegtggt
acggcgtgga
tcocgtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagoc
agaaccaggt
agtgggagaqg
ccgacggeto
ggaacgtcott

gcecteotecot

ccaggeocag
gagactgage
gcaggccooct
ctacgceogac
gtacctgcag
cacctacctyg
caccaagggc
agoggooctyg
ctcaggeoget
ctactceccte
ctgcaacgta
ttgtgtcgag
coccocccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagogtocte
ctccaacaaa
cocgagaacca
cagcctgace
caatgggeag
cttcttecte
ctcatgcteco

gtcteogggt

60

120

180

300

360

420

480

540

720

780

840

200

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1386



atggettggy
gtgcagetgg
tgcgocogeoca
ggcaagggcc
gacagcgtga
cagatgaaca
ctgcacttcg
ggccecatoog
ctgggctgee
goctotgacea
ctcagcagcyg
gtagatcaca
gagtgcccac
aaacccaagy
gtgagccacyg
aatgccaaga
ctcaccgtty
aaaggcctcoco
ccacaggtgt
acctgoctgy
cagccggaga
ctctacagca
tcecgtgatge

ggtaaatga

tgtggacctt
tecgagagegyg
gcggettcac
tggaatgggt
agggccggtt
gcoctgeggge
actactgggg
teottecceet
tggtcaagga
gcggogtgea
tgagtgacagt
agcccageaa
cgtgeoocage
acacccteat
aagaccccga
caaagccacg
tgcaccagga
cagceccccat
acaccctgoe
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcacogt

atgaggctet

<210> 142
<211> 1386
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 142

gccatteoctyg
cggagggctyg
cttcagaage
gtccaacatce
caccatcagce
cgaggacacc
ccagggeace
ggegeeetge
ctacttccce
caccttocca
gooctecage
caccaaggtg
accacctgtg
gatcteccgg
ggtccagtte
ggaggagcag
ctggctgaac
cgagaaaacc
cccatcocgg
ctaccccage
gaccacacct
ggacaagage

gcacaaccac

ES 2448 542 T3

atggcagetg
gtgcageetyg
cactggetgt
aactacgacqg
cgggacaaca
geccgtgtact
ctggtcaccyg
toccaggagea
gaaccggtga
gotgtectac
aacttoggea
gacaagacag
graggaccgt
acccctgagg
aactggtacg
ttcaacagca
ggcaaggagt
atctccaaaa
gaggagatga
gacatcgoeg
cccatgetgg
aggtggcage

tacacgcaga

cccaaggtgt
gcggeagect
cctgggtgeg
gcagcageac
gcaagaacac
actgecgccag
tctectecage
cctoogagag
cggtgtegtyg
agtcctcagg
cocagaccta
ttgagcgeaa
cagtctteet
tcacgtgegt
tggacggogt
cgtteogtgt
acaagtgcaa
ccaaagggea
ccaagaacca
togagtggga
actcogacgg
aggggaacgt

agagcctceto

132

ccaggcccag
gagactgagc
gcaggccoceet
ctactacgec
cetgtacctyg
ggacacctac
tteccaccaag
cacagcggee
gaactcaggc
actctactece
cacctgraac
atgttgtgtc
cttocececea
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagogte
ggtctccaac
gcocogagaa
ggtcagectyg
gagcaatggg
ctoottette
ctteotecatge

cctgtctoeg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

T80

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1389



atggettggy
gtgcagectgy
tgcgeogeca
ggcaagggcec
agcgtgaagg
atgaacagcc
cacttcgact
ccatcogtet
ggctgecetgg
ctgaccagcg
agcagcgtag
gatcacaaqc
tgeccacegt
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgttgtge
ggoctocecag
caggtgtaca
tgcetggtea
ccggagaaca
tacagcaage
gtgatgeatg

aaatga

<210> 143

<211> 1386

<212> ADN

tgtggacctt
tegagagegy
gcggetteac
tggaatgggt
gocoggtteac
tgcgggccga
actggggcca
tceccctgge
tcaaggacta
gegtgeacac
tgacagtgcc
ccagcaacac
gcocagcace
ccctoatgat
acccogaggt
agoccacggga
accaggactg
cceocoatega
cecectgeceoee
aaggcttota
actacaagac
tecaccgtgga

aggctetgea

<213> Homo sapiens

<400> 143

goccattoctyg
tggagggctyg
cttcagaage
gtcegtgate
catcagoogyg
ggacaccgeo
gggcacectg
gocctgetoe
cttececceogaa
ctteeocaget
ctccagcaac
caaggtggac
acctgtggea
ctocoggace
ccagttcaac
ggagcagtte
gctgaacgge
gaaaaccate
atccocgggag
cCcccagogac
cacacctece
caagagcagyg

caaccactac

ES 2448 542 T3

atggcagctg
gtgeageoeotg
cactggetgt
accccctacg
gacaacagca
gtgtactact
gtcaccgtct
aggagcacct
ccggtgacgg
gtcctacagt
ttcggeacce
aagacagttg
ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tocaaaacca
gagatgacca
atcgecogtgg
atgctggact
tggcagcagg

acgroagaaga

cccaaagtgt
gocggoagect
cctgggtgeg
gcgacaccta
agaacaccct
gcgecaggga
ccteagette
ccgagageac
tgtcgtggaa
ccteaggact
agacctacac
agcgeaaatyg
tcttectctt
cgtgegtggt
acggcgtgga
tecegtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagoc
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggcete
ggaacgtctt

gcctotococot

133

ccaggceecag
gagactgagc
gcaggeoect
ctacgceogac
gtacctgcag
cacctacctg
caccaagggc
agoggecctyg
ctcaggeget
ctactccoctc
ctgcaacgta
ttgtgteogag
CCCoCcCcCcaaad
ggtggacgtyg
ggtgcataat
cagegtocte
ctecaacaaa
ccgagaacca
cagcctgacc
caatgggcag
cttettecte
ctcatgcteo

gtcteoocgggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1386



atggcttggg
gtgcagetgg

tgogoogeca

ggcaaggygcc
agcgtgaagg
atgaacagec
cacttegact
ccateegtet
ggctgectgg
ctgaccagey
agcagegtgg
gatcacaage
tgcccacogt
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgttgtge
gogcctooccag
caggtgtaca
tgcetggtea
ccggagaaca
tacagcaage
gtgatgcatg

aaatga

<210> 144

<211> 393

<212> ADN

tgtggacctt

tcgagagcgg

geggetteac

tggaatgggt
gceggtteac
tgcgggooga
actggggcca
tococeoctgge
tcaaggacta
gogtgcacac
tgacagtgce
ccagcaacac
gooccagcaco
cccteatgat
accccgaggt
agccacggga
accaggactg
ccccoccatcga
ccctgooooo
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga

aggctctgea

<213> Homo sapiens

<400> 144

gccattectg
cggagggetyg

cttcagaage

gtccgtgate
catcagccgyg
ggacaccgec
gggcaccety
goectgeteo
cttecceocgaa
ctteccaget
ctecagcaac
caaggtggac
acctgtggea
cteceggace
cragttcaac
ggagcagttc
gotgaacgge
gaaaaccatc
atcoocgggag
coccagogac
cacacctoce
caagagcagg

caaccactac

ES 2448 542 T3

atggcagetyg
gtgcageetyg

cactggetgt

accccctacg
gacaacagca
gtgtactact
gtcacecgtet
aggageacct
ccggtgacgg
gtcctacagt
ttcggcaceo
aagacagttyg
ggaccgtcag
cctgaggtea
tagtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaaacca
gagatgacca
atcgcocogtgyg
atgctggact
tggcagcagyg

acgcagaaga

cccaaagtgt
goggeagecot

cectgggtacyg

gcgacaccta
agaacaccct
gcgccaggga
cctecagette
ccgagagcac
tgtcgtggaa
cectcaggact
agacctacac
agcgcaaatyg
tctteoctett
cgtgcgtggt
acggcgtgga
tcogtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagcco
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggeto
ggaacgtett

geotcotocet

134

ccaggoccag
gagactgago

gcaggeeect

ctacgcocegac
gtacctgcag
cacctacctyg
caccaagggce
ageggeoctg
ctcaggeget
ctacteocte
ctgcaacgta
ttgtgtogag
ccccccaaaa
ggtggacgtyg
ggtgcataat
cagcegtecte
ctccaacaaa
cecgagaacca
cagcctgace
caatgggcag
cttetteocote
cteatgetee

gtctoogggt

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1386



10

atgaaaaaga
gocogatateg
atctocgtgta
gggcaggege
cgetttageyg

gaagacgaag

ggcggcegca

cagctatege
aactgaccca
goggegataa
cagttettgt
gatccaacag

cggattatta

cgaagttaac

<210> 145
<211>714
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 145

atgagtgtgco
gacatcgeoec
agctgeaccg
cacccoggca
agcaaccggt
caggccgagyg
gtgtttggcg
actctgttee
ataagtgact
aaggcgggag
agctatctga

acgcatgaag

tcactcaggt
tgacccagcc
gcaccagcag
aggcccccaa
tcagcggeag
acgaggcoccga
gcggaaccaa
cgcoctocte
tctacccggg
tggagacaac
gcctgacgec

ggagcaccgt

<210> 146
<211> 705
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 146

ES 2448 542 T3

gattgcagtg
gcocgocttea
tattggttet
gatttatgat
cggcaacacc

ttgoggttcet

cgttcttggo

cctggegttyg
cgocagogtyg
cgacgtggge
gctgatgate
caagagcggce
ctactactge
gettacegte
tgaggagett
aéccgtgaca
cacaccctoo
tgagcagtgg

ggaaaagaca

gcactggctg
gtgagcgttyg
ttttatgtte
gataataatc
gcgaccctga

tgggctggtt

cag

ctgetgetgt
agcggcagec
gacatcaacg
tacgacgtga
aacaccgeca
agcagctacg
ctaggtcage
caagccaaca
gtggcctgga
aaacaaagca
aagtcccaca

gtggcoccccta

135

gtttegetac
caccaggtca
attggtaceca
gtcoceteocagyg
ccattageygyg

cttctggtte

ggcttacagg
ctggccagag
acgtgagctyg
acaaccggec
gcoctgaccat
gcgagagect
ccaaggctge
aggccacact
aggcagatag
acaacaagta
gaagctacag

cagaatgttc

cgtagegeag
gaccgogogt
gragaaacco
catccoggaa
cactcaggeg

ttatgtgttt

tacgegttge
catcaccatce
gtatcagcag
cagcggogtyg
cageggecte
gaccagctac
cececteggte
ggtgtgtcte
cagccoogte
cgcggocage
ctgccaggte

atag

&0

120

180

240

300

360

383

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

714



10

atgagtgtgo
gacatcgage
agctgcagcyg
caggoccocyg
tteageggea
gacgaggocyg
ggcggaacaa
ccgeectect
ttctaccogg

gtggagacaa

agcctgacge

gggagcaccg

<210> 147

<211>714

<212> ADN

tcactcaggt
tgacceagec
gcgacaacat
tgctggtgat
geaacagogyg
actactactg
agcttaccgt
ctgaggagcet
gagccgtgac

crcacaccctc

ctgagcagtg

tggaaaagac

<213> Homo sapiens

<400> 147

atgagtgtgc
gacatcgccc
agctgcaccg
cacceoggea
agcaaccggt
caggoccgagy
gtgttcggeg
actctgttee
ataagtgact
aaggcgggag
agctatctga

acgcatgaag

<210> 148

<211>714

<212> ADN

tcactecaggt
tgacccagcc
gcaccageaq
aggcccccaa
tcagocggcag
acgaggcega
gagggaccaa
cgececteoeote
tectaccoggg
tggagacaac
geotgacygoe

ggagcaccgt

<213> Homo sapiens

ES 2448 542 T3

cctggegttyg
écccagcgtg
cggeagotte
ctacgacgac
caacacogoo
cgccagetgyg
cctaggtcag
tcaagceaac
agtggcctyg

Cazaacdaaqo

gaagtcocac

agtggeocoeet

cctggeogttg
cgccagogtyg
cgacgtgggce
gcotgatgate
caagagoggc
ctactactgc
gottacogteo
tgaggagett
agccgtgaca
cacaccctcc
tgagcagtgg

ggaaaagaca

ctgctgetgt
agcgtggooc
tacgtgcact
aacaaccgygc
accctgacca
accggcgtgg
coccaaggcetg
aaggccacac
aaggcagata

aacaacaagt

agaagctaca

acagaatgtt

ctgctgectgt
agcggeagee
gacatcaacyg
tacgacgtga
aacaccgcca
cagagctacyg
ctaggtcagoe
caagccaaca
gtggcctgga
daacaaagca
aagtcccaca

gtggococta

136

ggcttacagyg
ctggocagac
ggtatcageca
ccagoggeat
tcageggeac
agccogacta
cococtoggt
tggtgtgtet
geagecoogt

acgcggecag

gctgocaggt

catag

ggcttacagg
ctggeccagag
acgtgagetg
acaaccggcc
gcctgaccat
ccggeageta
ccaaggotge
aggccacact
aggcagatag
acaacaagta
gaagctacag

cagaatgtto

tacgegttge
cgcocggatc
gaagcococgge
coccoocgagegg
coaggocgag
cgtgtttggc
cactctgtte
cataagtgac
caaggcggga

cagctatctg

cacgcatgaa

tacgegttge
catcaccatce
gtatcagcag
cagcggootyg
caécggcctc
cctgagegag
ccoccteggtoe
ggtgtgtcte
cagccoccogto
cgoggccage
ctgccaggte

atag

60

120

180

240

300

420

480

540

600

660

a0

120

180

240

300

360

420

600

660

714
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<400> 148

atgagtgtgc
gacatcgcec
agctgcaccg
caccccggea
agcaaccggt
caggccgagg
gtgtttggeg
actctgttee
ataagtgact

aaggqcgggag

agctatctga

acgcatgaag

<210> 149

<211>714

<212> ADN

tcactecaggt
tgacccagee
gcaccagcag
aggcccceaa
tcageggeag
acgaggccga
geggaaccaa
cgeceetecte
tctacccocggg

tggagacaac

goctgacgee

ggagcaccgt

<213> Homo sapiens

<400> 149

atgagtgtgc
éacatcgccc
agctgeoaccyg
caccoccggla
agcaacocggt
caggcecgagy
gtgtttggeg
actctgtteoc
ataagtgact
aaggcgggag
agctatctga

acgcatgaag

<210> 150

<211>714

<212> ADN

tcactcaggt
tgacccagoec
goaccageag
aggcccocaa
tcagocggcag
acgaggccga
gcggaaccaa
cgcecteocte
tctaccoggg
tggagacaac
gecctgacgeo

ggagcaccgt

ES 2448 542 T3

cctogegttg
cgccagegtyg
cgacgtggge
gctgatgatc
caagagcggc
ctactactge
gcttaccgte
tgaggagctt
agccgtgaca

cacaccctco

tgagcagtgg

ggaaaagaca

cctggogttyg
cgocagegty
cgacgtggge
gctgatgatc
caagagogge
ctactactge
gcttacegto
tgaggagett
agccgtgaca
cacaccctec
tgagcagtgg

ggaaaagaca

ctgctgoctgt
agcggeagec
gacatcaacg
tacgacgtga
d4dcaccgcca
agcagetacyg
ctaggtcage
Ccaagccaaca
gtggcctgga

aaacaaagca

aagtcccaca

gtggccecta

ctgctgetgt
agcggcagecs
gacatcaacg
tacgacgtga
aacaccgcca
agcagctacy
ctaggtcagco
caagccaaca
gtggcctgga
daacaaaqgca
aagtcccaca

gtggccocta

137

ggcttacagy
ctggccagag
acgtgagoety
acaaccggeoco
goctgaccat
gogagageocet
ccaaggctge
aggccacact
aggcagatag

araacaagta

gaagctacag

cagaatgttc

ggcttacagg
ctggccagag
acgtgagetg
acaaccggcc
gcctgaccat
gocgagagect
ccaaggctge
aggccacact
aggcagatag
acaacaagta
gaagctacag

cagaatgttc

tacgegttge
catcaccate
gtatcagcag
cageggcotyg
cagocggecto
gaccagctac
ccoctocggte
ggtgtgtctc
cagcccegto

cgcggocago

ctgecaggte

atag

tacgcgttge
catcaccatc
gtatcagecag
cagcggogtyg
cagecggeete
gaccagctac
ceeccteggte
ggtgtgtcte
cagcoeogteo
cgcggecage
ctgoocaggte

atag

60

120

240
300
360
420
480
540

600

660

714

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

714
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<213> Homo sapiens
<400> 150
atgagtgtgc tcactcagat
gacatcgcce tgacccagoo
agckgcaccg goaccagcag
caccccggea aggocococaa
agcaaccggt tcagcggcag
caggcogagg acgaggocga
gtgtttggeg gocggaaccaa
actctgttee cgecctocte

ataagtgact tctacccggg

aaggcgggag tggagacaac

agctatctga goctgacgeco

acgcatgaag ggagcaccgt

<210> 151
<211>714
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 151

atgagtgtgc
gacatcgecc
agctgcaccg
caccccggea
agcaaccggt
caggcocgagg
gtgtttggeg
actctgttcc
ataagtgact
aaggcgggag
agctatectga

acgecatgaag

tcactcaggt
tgacccagoe
gcaccagcag
aggccecccaa
tcagcggcag
acgaggeocoga
gcggaaccaa
cgcocteocte
tctaccoggyg
tggagacaac
gcctgacgeo

ggagcaccgt

<210> 152

<211>714

ES 2448 542 T3

cctggegtty
cgccageatg
cgacgtggge
gctgatgate
caagagcgge
ctactactgc
gcttaccgtc
tgaggagctt

agcocgtgaca

cacacccteo
tgagcagtgy

ggaaaagaca

cctggogttyg
cgocagogtg
cgacgtgggc
gotgatgatc
caagagcgge
ctactactgc
geottacegte
tgaggagett
agcogtgaca
cacacccteo
tgagcagtgg

ggaaaagaca

ctgetgetgt
agoggoageo
gacatcaacqg
tacgacgtga
aacaccgceca
agcagctacyg
ctaggtcagc
caagccaaca

gtggcctgga

daacaaagca
aagtcccaca

gtggeccccta

ctgectgetat
agcggcagee
gacatcaacg
tacgacgtga
aacaccgceca
agecagetacy
ctaggtcagc
caagccaaca
gtggccetgga
aaacaaagca
aagtcccaca

gtggccocta

138

ggcttacagg
ctggocagag
acgtgagcetyg
acaaccggcc
gcctgaccat
gcgagagect
ccaaggctge
aggccacact

aggcagatag

acaacaagta
gaagctacag

cagaatgttc

ggcttacagyg
ctggeccagag
acgtgagetyg
acaaccggoec
gectgaceat
gogagagect
ccaaggctge
aggccacact
aggcagatag
acaacaagta
gaagctacag

cagaatgttc

tacgecgttge
catcaccate
gtatcagcag
cagcggegtyg
cagoggccte
gaccagctac
ccoctoggbc
ggtgtgtete

cagoeccogto

cgoggooagoe
ctgccaggte

atag

tacgcgttge
catcaccatc
gtatcagcag
cagcggegtg
cageggecte
gaccagetac
ccceteggtc
ggtgtgtctc
cagcccogto
cgcggccage
ctgccaggtc

atag

360
420

480

660

714

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 152

atgagtgtgce
gacatcgece
agctgcaccyg
caccccggea
agcaaccggt
caggccgadyg
gtgttcggeg
actctgttee

ataagtgact

tcactcaggt
tgacccages
gocaccagcag
aggcccoccaa
tcagcggcag
acgaggcocga
gagggaccaa
cgecectecte

tctacccggg

ES 2448 542 T3

cctggogttyg
cgccagoegtyg
cgacgtggac
goctgatgate
caagagcgygc
ctactactgc
gottaccagtc
tgaggagectt

agccgtgaca

ctgetgetgt
ageoggeoagec
gacatcaacg
tacgacgtga
aacaccgeca
agcacctacg
ctaggtcagc
caagccaaca

gtggectgga

aaggcgggayg tggagacaac cacaccctcoc aaacaaagea

agctatctga geoctgacgee tgageagtgg aagteoccaca

acgcatgaag ggagcaccgt ggaaaagaca gtggcccocta

<210> 153
<211>714
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 153

139

ggcttacagg
ctggccagag
acgtgagctg
acaaccggco
gecotgacecat
acggoccotgyg
ccaaggctge
aggccacact

aggeagatag

acaacaagta
gaagctacag

cagaatgtte

tacgegttge
catcaccatc
gtatcagcag
cagcggcegtyg
cageggeote
coctgagegay
ccoctoggte
ggtgtgtctc

cageccocogto

cgcggccago
ctgecaggte

atag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

714
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atgagtgtgc
gacatcgece
agctgeaccy
cacccoggea
agcaaccggt
caggcocgagyg
gtgtteggeg
actctgtteoo
ataagtgact
aaggcgggag
agctatctéa

acgcatgaag

<210> 154

<211>714

<212> ADN

tcactcaggt
tgacccagee
gcaccagcag
aggccccocaa
tcagocggcag
acgaggccga
gagggaccaa
cgococcteoote
tctaccocggyg
tggagacaac
goctgacgeco

ggagcaccgt

<213> Homo sapiens

<400> 154

atgagtgtgc
gacatcgecoc
agctgeacceg
caccocoggoa
agcaaccggt
caggccgagg
gtgttcggeg
actctgttec
ataagtgact
aaggcgggag
agctatctga

acgcatgaaqg

<210> 155

<211> 213

<212> PRT

tcactcaggt
tgacccagec
gcaccagcag
aggcccocaa
Lcagcgacag
acgaggocga
gagggaccaa

cgocctocte

toctacccggg
tggagacaac
goctgacgec

ggagcaccgt

ES 2448 542 T3

cctggogttyg
cgocagegtyg
cgacgtggge
getgatgate
caagagocggco
ctactactgc
gettaccgtc
tgaggagctt
agcegtgaca
cacaccctoo
tgagcagtgyg

ggaaaagaca

cctggogttyg
cgccagegtg
cgacgtgggce
gotgatgate
caagagcgge
ctactactge
gcttaccgtce
tgaggagett

agcocgtgaca

cacaccctco

tgagcagtgg

ggaaaagaca

ctgctgotgt
agcggcagoc
gacatcaacg
tacgacgtga
aacaccgcca
ageacctacg
ctaggtcage
caagccaaca
gtggecctgga
dadacaaagca
aagtcccaca

gtggccocta

ctgetgetgt
agcggeageco
gacatcaacyg
tacgacgtga
aacaccgcca
agcacctacyg
ctaggtcage

caagccaaca

gtggcctygga
adacaaagca
aagtcccaca

gtggocooota

140

ggcttacagg
ctggcoccagaq
acgtgagctyg
acaaccggcc
goctgaccat
acggeectygg
ccaaggctge
aggccacact
aggcagatag
acaacaagta
gaagctacag

cagaatgttc

ggcttacagy
ctggccagag
acgtgagcetyg
acaaccggcc
goctgaccat
acggecoctgyg
ccaaggcectge

aggccacact

aggcagatag
acaacaagta
gaagctacag

cagaatgtto

tacgcgttge
catcaccatc
gtatcagcag
cagcggogtyg
cagcggecte
cctgagegag
ccocteggte
ggtgtgtcete
cagccocgte
cgcggecage
ctygccaggte

atag

tacgeogttge
catcaccatc
gtatcagcag
cageggegtg
cageggecte
cctgagegag
cceecteoggto

ggtgtgtctco

cageccecgtc
cgcggecage
ctgeccaggte

atag

60

120

‘180

240

300

360

420

480

540

600

660

714



<213> homo sapiens

<400> 155

Met Gln Leu Pro

Ala Phe Arg Val
20

Bla Thr Glu Ile

Glu Leu Glu Asn
50

Pro Fro His His
85

Arg Glu Leu His

Ala Lys Pro Val
100

Arg Leu Leu Pro
115

Gly Pro Asp Phe
130

Gln Leu Leu Cys
145

Leu Val Ala Ser

Ser Glu Leu Lys

Arg Lys Pro Arg
195

Leu Glu Asn Ala
210

<210> 156
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo sapiens

Leu

Val

Ile

Asn

Pro

Phe

85

Thr

Asn

Arg

Pro

Cys

165

Asp

Pro

Ala

Glu

Fro

Lys

Phe

70

Thr

Glu

Ala

Cys

Gly

150

Lys

Fhe

Arg

Leu

Gly

Glu L

Thr

55

Arg

Leu

Tle

Ile

135

Gly

Cys

Gly

Ala

Cys

Gln

Met

Thr

Tyr

Val

Gly

120

Pro

Glu

Lys

Thr

Arg
200
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Leu

Gly

25

Gly

Asn

Lys

Val

Ccys

105

Arg

Asp

Ala

Arg

Glu

185

Ser

Val

10

Glu

Arg

Asp

Thr

20

Ser

Arg

Pro

Leu

170

Rla

Ala

Cys

Gln

Tyr

Ala

Val

Asp

Gly

Lys

Tyr

Arg

155

Rla

Lys

Ala
Fro
Glu
60

Ser
Gly
Gln
Trp
Arg
140
Ala

Arg

Arg

Rla

141

Leu

Phe

Glu

45

Asn

Glu

Ero

Cys

Trp

125

Ala

Arg

Phe

Pro

Asn
205

Val

Lys

30

Pro

Tyr

Cys

Gly

110

Arg

Gln

Lys

His

Gln

190

His

15

Asn

Bro

Gly

Arg

95

Pro

Bro

Arg

val

Asn

175

Lys

Ala

Thr

Asp

Pro

Cys

80

Ser

Ala

Ser

Val

Arg

160

Gln

Gly

Glu
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15

20

25
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<400> 156

Ala Arg Leu Leu Asn Ala Ile Gly Arg Gly Lys Trp Trp Arg
1 5 1d¢

<210> 157

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 157

Arg Leu Val Ala Ser Cys Lys Cys Lys Arg Leu Thr Arg Phe His
1 5 10 15

<210> 158

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de enlazamiento a proteina

<400> 158

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
1 5 10

<210> 159

<211>19

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> Secuencia de enlazamiento a proteina

<400> 159

142



10

15

20

25

30

1

Gly Gly Gly

<210> 160

<211>21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> ARNS;i

<400> 160

taaattatca taaagtccta a 21
<210> 161

<211>21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> ARNS;i

<400> 161

aggactttat gataatttat t 21
<210> 162

<211>21

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<223> ARNSsi

<400> 162

atagtggtta aataactcca g 21
<210> 163

<211>21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> ARNSi

ES 2448 542 T3
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143

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
5

13
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15

20

25

30

<400> 163

ggagttattt aaccactatt t
<210> 164

<211>21

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> ARNS;i

<400> 164

taaattctcg tgatgtgcca t
<210> 165

<211>21

<212> ADN

<213> Attificial
<220>

<223> ARNSi

<400> 165
ggcacatcac gagaatttat t
<210> 166

<211>21

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> ARNSi

<400> 166

tttcttatag cacagctggt t
<210> 167

<211>21

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> ARNS;i

<400> 167

ES 2448 542 T3

21

21

21

21

144
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15

20

25

30

ccagctgtgc tataagaaatt 21
<210> 168

<211>21

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> ARNSsi

<400> 168

tagacctttc catccacgct g 21
<210> 169

<211>21

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<223> ARNSsi

<400> 169

gcgtggatgg aaaggtctat t 21
<210> 170

<211> 29

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador RT-PCT
<400> 170

atgcagctcc cactggccct gtgtcttgt
<210> 171

<211> 30

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador RT-PCR
<400> 171

aatcaggccg agctggagaa cgectactag

29

30

ES 2448 542 T3

145
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo antiesclerostina que comprende una secuencia de polipéptido de region variable de cadena pesada
que comprenof SEQ ID NO: 70 y una secuencia de polipéptidos de region variable de cadena ligera que comprenof
SEQ ID NO: 81.

2. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende una secuencia de aminoacidos de cadena
pesada de longitud completa que comprenof SEQ ID NO: 114.

3. El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2, que comprende una secuencia de
aminoacidos de cadena ligera de longitud completa que comprenof SEQ ID NO: 125.

4. Un anticuerpo que comprende la secuencia de cadena pesada of SEQ ID NO: 114 y la secuencia de cadena
ligera of SEQ ID NO: 125.

5. El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 — 4, para uso como medicamento.

6. Uso de un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 — 4, en la manufactura de un
medicamento para el tratamiento de un trastorno patolégico que es mediado por esclerostina o que esta asociado
con un nivel incrementado de esclerostina, en donde el trastorno patolégico es al menos uno de osteoporosis
primaria y secundaria, osteopenia, osteomalacia, osteogénesis imperfecta, necrosis avascular también conocida
como osteonecrosis, fracturas y curacién de implantes incluyendo implantes dentales e implantes de cadera, pérdida
de hueso debida a otros trastornos tales como pérdida de hueso asociada con infeccién por VIH, canceres o artritis.

7. Un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 — 4, para uso en el tratamiento de un
trastorno patolégico que es mediado por esclerostina 0 que esta asociado con un nivel incrementado de
esclerostina, en donde el trastorno patolégico es al menos uno de osteoporosis primaria y secundaria, osteopenia,
osteomalacia, osteogénesis imperfecta, necrosis avascular también conocida como osteonecrosis, fracturas y
curacion de implantes incluyendo implantes dentales e implantes de cadera, pérdida de hueso debida a otros
trastornos tales como pérdida de hueso asociada con infeccion por VIH, canceres o artritis.

8. Una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 — 4.

9. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 8, en combinacién con uno o mas de un excipiente, diluyente o
vehiculo farmacéuticamente aceptables.

10. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 8 o 9, que comprende adicionalmente otros
ingredientes activos.

11. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 8 o 9, que comprende adicionalmente al menos
otro agente antiinflamatorio o antiosteoporético.

12. Una secuencia de polinucleétidos aislada que codifica el anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 — 4.

13. Un vector de clonacién o expresion que comprende una o mas secuencias de polinucleétidos de acuerdo con la
reivindicacion 12.

14. Un vector de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde el vector comprende al menos una secuencia de acidos
nucleicos seleccionada del grupo consistente of SEQ ID NOs: 136 y 147.

15. Una célula anfitriona que comprende uno o mas vectores de clonacién o expresion de acuerdo con las
reivindicaciones 13 — 14.

16. Un proceso para la produccion de un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 — 4, que comprende
cultivar la célula anfitriona de la reivindicacién 15 y aislar dicho anticuerpo.

17. Un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 — 4 o una composiciéon farmacéutica de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 — 11 para uso en el tratamiento o profilaxis de un trastorno
patolégico que es mediado por esclerostina o que estd asociado con un nivel incrementado de esclerostina, en
donde el trastorno patolégico es al menos uno de osteoporosis primaria y secundaria, osteopenia, osteomalacia,
osteogénesis imperfecta, necrosis avascular también conocida como osteonecrosis, fracturas y curacion de
implantes incluyendo implantes dentales e implantes de cadera, pérdida de hueso debida a otros trastornos tales
como pérdida de hueso asociada con infeccién por VIH, canceres o artritis.
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18. Un kit de diagnostico que comprende un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 — 4.

19. Un método in vitro para identificar una célula o tejido que expresan esclerostina, comprendiendo el método poner
en contacto dicha célula o tejido con un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 — 4, en donde dicho
anticuerpo comprende un marcador detectable, tal como un marcador radioactivo, fluorescente, magnético,
paramagnético o quimioluminiscente.

20. Uso de un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 — 4 y (i) acido zoledrénico, (ii) un
anticuerpo anti-DKK1, (iii) alendronato, (iv) un anticuerpo anti-LRP4, (v) hPTH y/o (vi) agentes de liberacion de
hormona paratiroide tales como calciliticos en la manufactura de un medicamento para el tratamiento de un trastorno
patolégico que es mediado por esclerostina o que estad asociado con un nivel incrementado de esclerostina, en
donde el trastorno patolégico es al menos uno de osteoporosis primaria y secundaria, osteopenia, osteomalacia,
osteogénesis imperfecta, necrosis avascular también conocida como osteonecrosis, fracturas y curacion de
implantes incluyendo implantes dentales e implantes de cadera, pérdida de hueso debida a otros trastornos tales
como pérdida de hueso asociada con infeccién por VIH, canceres o artritis.

21. Uso de un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 — 4 en la manufactura de un
medicamento para el tratamiento de un trastorno patolégico que es mediado por esclerostina o que esta asociado
con un nivel incrementado de esclerostina, en donde el medicamento se utiliza en conjuncién con (i) acido
zoledronico, (ii) un anticuerpo anti-DKK1, (iii) alendronato, (iv) un anticuerpo anti-LRP4, (v) hPTH y/o (vi) agentes de
liberacion de hormona paratiroide tales como calciliticos, en donde el trastorno patolégico es al menos uno de
osteoporosis primaria y secundaria, osteopenia, osteomalacia, osteogénesis imperfecta, necrosis avascular también
conocida como osteonecrosis, fracturas y curacion de implantes incluyendo implantes dentales e implantes de
cadera, pérdida de hueso debida a otros trastornos tales como pérdida de hueso asociada con infeccion por VIH,
canceres o artritis.

22. Uso de (i) acido zoledronico, (ii) un anticuerpo anti-DKKZ1, (iii) alendronato, (iv) un anticuerpo anti-LRP4, (v) hPTH
y/o (vi) agentes de liberacién de hormona paratiroide tales como calciliticos, en la manufactura de un medicamento
para el tratamiento de un trastorno patolégico que es mediado por esclerostina 0 que estd asociado con un nivel
incrementado de esclerostina, en donde el medicamento es usado en conjuncién con un anticuerpo de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1 — 4, y en donde el trastorno patoldgico es al menos uno de osteoporosis
primaria y secundaria, osteopenia, osteomalacia, osteogénesis imperfecta, necrosis avascular también conocida
como osteonecrosis, fracturas y curacién de implantes incluyendo implantes dentales e implantes de cadera, pérdida
de hueso debida a otros trastornos tales como pérdida de hueso asociada con infeccién por VIH, canceres o artritis.

23. Uso de un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 — 4 en la manufactura de un
medicamento para el tratamiento de un trastorno patoldgico que es mediado por esclerostina o que esta asociado
con un nivel incrementado de esclerostina, en donde el paciente ha recibido la preadministracion de (i) acido
zoledronico, (i) un anticuerpo anti-DKKZ1, (iii) alendronato, (iv) un anticuerpo anti-LRP4, (v) hPTH y/o (vi) agentes de
liberacién de hormona paratiroide tales como calciliticos, y en donde el trastorno patolégico es al menos uno de
osteoporosis primaria y secundaria, osteopenia, osteomalacia, osteogénesis imperfecta, necrosis avascular también
conocida como osteonecrosis, fracturas y curacion de implantes incluyendo implantes dentales e implantes de
cadera, pérdida de hueso debida a otros trastornos tales como pérdida de hueso asociada con infeccion por VIH,
canceres o artritis.

24. Uso de (i) acido zoledronico, (i) un anticuerpo anti-DKK1, (iii) alendronato, (iv) un anticuerpo anti-LRP4, (v)
hPTH y/o (vi) agentes de liberaciébn de hormona paratiroide tales como calciliticos, en la manufactura de un
medicamento para el tratamiento de un trastorno patoldgico que es mediado por esclerostina 0 que esta asociado
con un nivel incrementado de esclerostina, en donde el paciente ha recibido la preadministracion de un anticuerpo
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 — 4, y en donde el trastorno patoldgico es al menos uno de
osteoporosis primaria y secundaria, osteopenia, osteomalacia, osteogénesis imperfecta, necrosis avascular también
conocida como osteonecrosis, fracturas y curacion de implantes incluyendo implantes dentales e implantes de
cadera, pérdida de hueso debida a otros trastornos tales como pérdida de hueso asociada con infeccion por VIH,
canceres o artritis.

25. Un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 — 4 y (i) acido zoledrénico, (ii) un
anticuerpo anti-DKK1, (iii) alendronato, (iv) un anticuerpo anti-LRP4, (v) hPTH y/o (vi) agentes de liberacién de
hormona paratiroide tal como calciliticos para uso en el tratamiento de un trastorno patolégico que es mediado por
esclerostina o que esta asociado con un nivel incrementado de esclerostina, en donde el trastorno patolégico es al
menos uno de osteoporosis primaria y secundaria, osteopenia, osteomalacia, osteogénesis imperfecta, necrosis
avascular también conocida como osteonecrosis, fracturas y curaciéon de implantes incluyendo implantes dentales e
implantes de cadera, pérdida de hueso debida a otros trastornos tales como pérdida de hueso asociada con
infeccion por VIH, canceres o artritis.
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26. Un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 — 4 usado en conjuncién con (i) acido
zoledronico, (ii) un anticuerpo anti-DKKZ1, (iii) alendronato, (iv) un anticuerpo anti-LRP4, (v) hPTH y/o (vi) agentes de
liberacién de hormona paratiroide tales como calciliticos para uso en el tratamiento de un trastorno patolégico que es
mediado por esclerostina o que estd asociado con un nivel incrementado de esclerostina, en donde el trastorno
patolégico es al menos uno de osteoporosis primaria y secundaria, osteopenia, osteomalacia, osteogénesis
imperfecta, necrosis avascular también conocida como osteonecrosis, fracturas y curacién de implantes incluyendo
implantes dentales e implantes de cadera, pérdida de hueso debida a otros trastornos tales como pérdida de hueso
asociada con infeccién por VIH, canceres o artritis.

27. Un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 — 4 para uso en el tratamiento de un
trastorno patoldégico que es mediado por esclerostina 0 que estd asociado con un nivel incrementado de
esclerostina, en donde el paciente ha recibido la preadministracion de (i) acido zoledronico, (ii) un anticuerpo anti-
DKK1, (iii) alendronato, (iv) un anticuerpo anti-LRP4, (v) hPTH y/o (vi) agentes de liberacién de hormona paratiroide
tales como calciliticos, en donde el trastorno es al menos uno de osteoporosis primaria y secundaria, osteopenia,
osteomalacia, osteogénesis imperfecta, necrosis avascular también conocida como osteonecrosis, fracturas y
curacion de implantes incluyendo implantes dentales e implantes de cadera, pérdida de hueso debida a otros
trastornos tales como pérdida de hueso asociada con infeccion por VIH, canceres o artritis.

28. (i) acido zoledrénico, (ii) un anticuerpo anti-DKK1, (iii) alendronato, (iv) un anticuerpo anti-LRP4, (v) hPTH y/o
(vi) agentes de liberacion de hormona paratiroide tales como calciliticos para uso en el tratamiento de un trastorno
patolégico que es mediado por esclerostina y que estd asociado con un nivel incrementado de esclerostina, en
donde el paciente ha recibido la preadministracion de un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 — 4, y en donde el trastorno patoldgico es al menos uno de osteoporosis primaria y secundaria,
osteopenia, osteomalacia, osteogénesis imperfecta, necrosis avascular también conocida como osteonecrosis,
curacion de fracturas e implantes incluyendo implantes dentales e implantes de cadera, pérdida de hueso debida a
otros trastornos tales como pérdida de hueso asociada con infeccion por VIH, canceres o artritis.

29. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 20 — 28 en donde el hPTH es hPTH (1 — 34).
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