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DESCRIPCION
Anticuerpos especificos para la esclerostina y métodos para aumentar la mineralizacion ésea
Campo técnico

La presente invencion se relaciona, en general, con inmundgenos, asi como con productos farmacéuticos, y, mas
concretamente, con anticuerpos especificos para la esclerostina adecuados para aumentar el contenido mineral del
hueso. Dichas composiciones pueden ser utilizadas para tratar una amplia variedad de afecciones, incluyendo, por
ejemplo, la osteopenia, la osteoporosis, las fracturas y otros trastornos en los que una baja densidad mineral del
hueso es una marca distintiva de la enfermedad.

Antecedentes de la invencion

Se producen dos o tres fases distintas de cambios en la masa 6sea a lo largo de la vida de un individuo (véase
Riggs, West J. Med. 154: 63-77 (1991)). La primera fase se produce tanto en hombres como en mujeres y procede
hasta alcanzar un pico de masa 6sea. Esta primera fase se alcanza gracias al crecimiento lineal de las placas de
crecimiento endocondral y al crecimiento radial debido a un indice de aposicion peridstica. La segunda fase
comienza hacia los 30 afios de edad para el hueso trabecular (huesos planos, tales como las vértebras y la pelvis) y
hacia los 40 afios de edad para el hueso cortical (v.g., huesos largos de los miembros) y continda hasta la edad
avanzada. Esta fase se caracteriza por una lenta pérdida 6sea y se produce tanto en hombres como en mujeres. En
las mujeres, también se produce una tercera fase de pérdida 6sea, muy probablemente debido a deficiencias
estrogénicas posmenopausicas. Durante esta fase sola, las mujeres pueden perder un 10% adicional de masa ésea
del hueso cortical y un 25% adicional del compartimento trabecular (véase Riggs, supra).

La pérdida de contenido mineral del hueso puede estar causada por una amplia variedad de afecciones y puede
desembocar en problemas médicos significativos. Por ejemplo, la osteoporosis es una enfermedad debilitante en
humanos y se caracteriza por disminuciones marcadas en la masa y la densidad mineral de los huesos del
esqueleto, deterioro estructural del hueso, incluyendo degradacion de la microarquitectura del hueso y aumentos
correspondientes en la fragilidad 6sea, y susceptibilidad a la fractura en los individuos afectados. La osteoporosis en
humanos va precedida de osteopenia clinica (densidad mineral dsea mayor de una desviacion estandar, pero menor
de 2,5 desviaciones estandar por debajo del valor medio para el hueso de adultos jévenes), una afeccion que se
encuentra en aproximadamente 25 millones de personas en los Estados Unidos. Otros 7-8 millones de pacientes en
los Estados Unidos han sido diagnosticados de osteoporosis clinica (definida como contenido mineral 6seo mayor de
2,5 desviaciones estandar por debajo del del hueso de los adultos jovenes maduros). La osteoporosis es una de las
enfermedades mas caras para el sistema sanitario, con un coste de decenas de miles de millones de ddlares
anuales en los Estados Unidos. Ademas de los costes relacionados con el cuidado de la salud, se suman el cuidado
en residencias a largo plazo y los dias de trabajo perdidos a los costes financieros y sociales de esta enfermedad. A
nivel mundial, aproximadamente 75 millones de personas presentan riesgo de osteoporosis.

La frecuencia de osteoporosis en la poblacién humana aumenta con la edad. Entre los caucasicos, la osteoporosis
es predominante en mujeres, las cuales, en los Estados Unidos, representan un 80% del total de pacientes con
osteoporosis. La mayor fragilidad y susceptibilidad a las fracturas del hueso esquelético en las personas de edad se
agrava por el mayor riesgo de caidas accidentales en esta poblacion. Se reportan mas de 1,5 millones de fracturas
Oseas relacionadas con la osteoporosis en los Estados Unidos cada afio. Caderas, muiiecas y vértebras fracturadas
se encuentran entre las lesiones mas comunes asociadas a la osteoporosis. Las fracturas de cadera, en particular,
son extremadamente molestas y caras para el paciente, y en mujeres guardan correlacion con elevados indices de
mortalidad y morbilidad.

Aunque la osteoporosis ha sido considerada como un aumento del riesgo de fracturas debido a una menor masa
6sea, ninguno de los tratamientos de los que se dispone actualmente para trastornos esqueléticos puede aumentar
substancialmente la densidad ésea de los adultos. Una fuerte apreciacion entre muchos médicos es que se
necesitan farmacos que pudieran aumentar la densidad 6sea en adultos, particularmente en los huesos de la
mufeca, de la columna vertebral y de la cadera, que tienen riesgo de osteopenia y osteoporosis.

Las estrategias actuales para la prevencion de la osteoporosis pueden ofrecer algun beneficio a los individuos, pero
no pueden asegurar la resolucion de la enfermedad. Estas estrategias incluyen la moderacion de la actividad fisica
(en particular en actividades con soporte de peso) al aparecer la edad avanzada, el aporte adecuado de calcio en la
dieta y la evitacion del consumo de productos que contengan alcohol o tabaco. Para pacientes que presentan
osteopenia u osteoporosis clinica, los farmacos y estrategias terapéuticas actuales prevalentes se dirigen a reducir
el avance en la pérdida de masa 6sea inhibiendo el proceso de absorcién del hueso, un aspecto natural del proceso
de remodelacién ésea que se produce constitutivamente.

Por ejemplo, se esta prescribiendo actualmente estrégeno para retardar la pérdida ésea. Sin embargo, existe
controversia sobre si los pacientes obtienen algun beneficio a largo plazo y sobre si el estrogeno llega a tener algun
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efecto en pacientes de mas de 75 afios de edad. Ademas, se cree que el uso de estrégeno aumenta el riesgo de
cancer de mama y de endometrio. También se han sugerido la calcitonina, la osteocalcina con vitamina K o altas
dosis de calcio en la dieta, con o sin vitamina D, para mujeres posmenopausicas. Las dosis altas de calcio, sin
embargo, pueden tener con frecuencia efectos colaterales gastrointestinales desagradables, y se deben monitorizar
continuamente los niveles de calcio en suero y orina (v.g., Khosla y Rigss, Mayo Clin. Proc. 70: 978-982,1995).

Otros enfoques terapéuticos de la osteoporosis incluyen los bisfosfonatos (v.g., Fosamax™, Actonel™, Bonviva™,
Zometa™, olpadronato, neridronato, skelid, bonefos), hormona paratiroidea, calcioliticos, calciomiméticos (v.g.,
cinacalcet), estatinas, esteroides anabolizantes, sales de lantano y estroncio y fluoruro de sodio. Dichos agentes
terapéuticos, sin embargo, se asocian con frecuencia a efectos colaterales no deseados (por ejemplo, la calcitonina
y los esteroides pueden causar nauseas y provocar una reaccion inmunolégica; los bisfosfonatos y el fluoruro de
sodio pueden inhibir la reparacién de fracturas, incluso aunque la densidad 6sea aumente de manera modesta) que
pueden obstaculizar su uso eficaz (véase Khosla y Rigss, supra).

WO 03/106657 se relaciona con secuencias de acidos nucleicos y de aminoacidos WISE/SOST. WO 2004/082608
se relaciona con la identificacion y clonacion del gen SOST, asi como con aspectos relacionados.

WO0032773 describe la proteina SOST derivada de diferentes mamiferos, tales como humano, ratén, rata y vaca.
Dicho documento desvela la produccion de anticuerpos policlonales contra SOST, sugiere la produccion de
anticuerpos monoclonales dirigidos contra dicho(s) antigeno(s) y se refiere a métodos de cribado para identificar
anticuerpos que inhiben especificamente la uniéon de SOST a BMP. Se sugiere el uso de anticuerpos anti-SOST
para aumentar la mineralizacion dsea en afecciones tales como la osteopenia.

Ninguna estrategia terapéutica actualmente practicada para tratar una afeccion asociada a una mineralizacion 6sea
excesiva o insuficiente, tal como la osteoporosis u otros trastornos caracterizados por pérdida de mineralizaciéon
6sea, incluye un farmaco que altere (es decir, que aumente o disminuya de un modo estadisticamente significativo)
la masa 6sea. En particular, ninguna estrategia actual estimula o aumenta terapéuticamente el crecimiento de nueva
masa 6sea. La presente invencion proporciona composiciones y métodos que pueden ser usados para aumentar la
mineralizacion 6sea y que, por lo tanto, pueden ser usados para tratar una amplia variedad de afecciones en las que
es deseable un aumento de la masa 6sea. La presente invencion también ofrece otras ventajas relacionadas.

Breve resumen de la invencion

La presente invencion proporciona un inmundgeno consistente en un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos
de la SEC. ID. N° 53.

La invencion también proporciona un método no terapéutico para producir un anticuerpo que se une especificamente
a un polipéptido SOST, consistente en inmunizar a un animal no humano con un inmunégeno de la invencion.

La invencioén proporciona adicionalmente una composicion farmacéutica consistente en el anticuerpo de la invencién
o un fragmento de unién a antigeno del mismo y un soporte fisioldgico.

La invencién proporciona ademas un método para identificar un anticuerpo que aumenta el contenido mineral del
hueso, consistente en: (a) poner en contacto (i) un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido SOST
que comprende una secuencia de aminoacidos expuesta en cualquiera de la SEC. ID. N° 1 con (ii) al menos un
péptido SOST de la invenciéon en condiciones y durante un tiempo suficientes para permitir la formaciéon de un
complejo anticuerpo/péptido SOST; y (b) detectar el nivel de complejo anticuerpo/péptido SOST, y detectar asi la
presencia de un anticuerpo que aumenta el contenido mineral del hueso.

La invencién también proporciona un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno de la invencion para uso en el
tratamiento o la prevencion de una afeccién que da como resultado pérdida de contenido mineral 6seo, donde la
afeccion es al menos una de acondroplasia, disostosis cleidocraneal, encondromatosis, displasia fibrosa,
enfermedad de Gaucher, raquitismo hipofosfatémico, sindrome de Marfan, exostosis multiples hereditarias,
neurofibromatosis, osteogénesis imperfecta, osteopetrosis, osteopoiquilosis, una lesidon esclerética, una fractura,
enfermedad periodontal, pseudoartrosis, osteomielitis piogénica, un estado anémico, una afecciéon causada por
esteroides, una afeccién causada por heparina, un trastorno de la médula ésea, escorbuto, malnutricién, deficiencia
en calcio, osteoporosis idiopatica, osteopenia u osteoporosis congénita, alcoholismo, enfermedad hepatica cronica,
senilidad, estado posmenopausico, oligomenorrea, amenorrea, gestacion, diabetes mellitus, hipertiroidismo,
enfermedad de Cushing, acromegalia, hipogonadismo, inmovilizacion o mal uso, sindrome de distrofia simpatica
refleja, osteoporosis regional transitoria y osteomalacia.

Adicionalmente, la invencion proporciona el uso de un anticuerpo o de un fragmento de unién a antigeno de la
invencion para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencién de una afeccion que da lugar a
pérdida de contenido mineral 6seo, donde la afeccién es al menos una de acondroplasia, disostosis cleidocraneal,
encondromatosis, displasia fibrosa, enfermedad de Gaucher, raquitismo hipofosfatémico, sindrome de Marfan,
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exostosis multiples hereditarias, neurofibromatosis, osteogénesis imperfecta, osteopetrosis, osteopoiquilosis, una
lesion esclerdtica, una fractura, enfermedad periodontal, pseudoartrosis, osteomielitis piogénica, un estado anémico,
una afeccién causada por esteroides, una afecciéon causada por heparina, un trastorno de la médula 6sea,
escorbuto, malnutricion, deficiencia de calcio, osteoporosis idiopatica, osteopenia u osteoporosis congénita,
alcoholismo, enfermedad hepatica cronica, senilidad, estado posmenopausico, oligomenorrea, amenorrea,
gestacion, diabetes mellitus, hipertiroidismo, enfermedad de Cushing, acromegalia, hipogonadismo, inmovilizacion o
mal uso, sindrome de distrofia simpatica refleja, osteoporosis regional transitoria y osteomalacia.

En ciertas realizaciones particulares de la invencién, el anticuerpo es un anticuerpo policlonal. En otras
realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal, el cual es un anticuerpo monoclonal de ratén, humano, de
rata o de hamster. También se hace referencia a una célula de hibridoma o una célula huésped que es capaz de
producir el anticuerpo monoclonal. En otras realizaciones de la invencién, el anticuerpo es un anticuerpo
humanizado o un anticuerpo quimérico. También se hace referencia a una célula huésped que produce el anticuerpo
humanizado o quimérico. En ciertas realizaciones, el fragmento de unién a antigeno del anticuerpo es un fragmento
F(ab’),, Fab’, Fab, Fd, o Fv. La invencién también proporciona un anticuerpo que es un anticuerpo de una sola
cadena, y también se hace referencia a una célula huésped capaz de expresar el anticuerpo de una sola cadena. En
otra realizaciéon, la invencién proporciona una composicion consistente en dichos anticuerpos y un soporte
fisiolégicamente aceptable.

En ciertas realizaciones particulares, los inmunégenos de la presente invencion se asocian a una molécula de
soporte. En ciertas realizaciones, la molécula de soporte es un polipéptido de soporte, y, en realizaciones
particulares, el polipéptido de soporte es hemocianina de lapa.

Estas y otras realizaciones de la presente invencion resultaran evidentes haciendo referencia a la siguiente
descripcion detallada y a los dibujos adjuntos.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 presenta una alineacion de la region que contiene el nudo de cisteina caracteristico de un polipéptido
SOST y sus homologos mas préximos. Se ilustran tres enlaces disulfuro que forman el nudo de cistina como
lineas continuas. Un enlace disulfuro extra, mostrado con una linea discontinua, es Unico de esta familia, el cual
conecta dos puntas de B-horquilla en la estructura 3D. Los polipéptidos representados son SOST: esclerostina
(SEC. ID. N° 95); CGHB: Gonadotropina Coridnica Humana p (SEC. ID. N° 96); FSHB: hormona estimulante del
foliculo subunidad beta (SEC. ID. N° 97); TSHB: precursor de la cadena beta de la tirotropina (SEC. ID. N° 98);
VWE: factor de Von Willebrand (SEC. ID. N° 99); MUC2: precursor de la mucina 2 humana (SEC. ID. N° 100);
CER1: Cerberus 1 (homdlogo de Xenopus laevis) (SEC. ID. N° 101); DRM: gremlina (SEC. ID. N° 102); DAN:
(SEC. ID. N° 103); CTGF: precursor del factor de crecimiento del tejido conectivo (SEC. ID. N° 104); NOV: NovH
(homodlogo de la proteina del gen sobreexpresado del nefroblastoma) (SEC. ID. N° 105); CYRG6: (SEC. ID. N°
106).

La Figura 2 ilustra un modelo 3D de la regién central de SOST (SOST_Core).

La Figura 3 presenta un modelo 3D de la region central del homodimero de SOST.

Las Figuras 4A y B proporcionan una alineacion de secuencia de aminoacidos de Noggin de cinco animales
diferentes: humano (NOGG_HUMAN (SEC. ID. N° 107); pollos (NOGG_CHICK, SEC. ID. N° 108); rana africana
de ufias (NOGG_XENLA, SEC. ID. N° 109); NOGG_FUGRU, SEC. ID. N° 110); y pez cebra (NOGG_ZEBRA,
SEC. ID. N° 111); y SOST de humano (SOST_HUMAN, SEC. ID. N° 1), rata (SOST_RAT, SEC. ID. N° 20) y
raton (SOST_Mouse, SEC. ID. N° 112).

La Figura 5 ilustra la estructura del complejo Noggin/BMP-7. Se muestra el homodimero de BMP en la porcion
inferior de la figura en modo de superficie. Se muestra el homodimero de Noggin en la parte superior del dimero
de BMP en modo de “cartoon”. Los circulos delinean la region de union N-terminal, la regién central y el conector
entre las regiones N-terminal y central.

La Figura 6 representa un modelo 3D del fragmento de unién a BMP potencial localizado en la region N-terminal
de SOST. Se muestra un dimero de BMP en modo de superficie, y se muestra el fragmento de unién a BMP
potencial en modo de barra. Se indica un residuo de fenilalanina que ajusta en un bolsillo hidrofébico sobre la
superficie de BMP.

Descripcion detallada de la invencién

Los anticuerpos de la presente invencién son utiles para aumentar el contenido mineral y la densidad mineral del
hueso, mejorando asi numerosas afecciones que dan lugar a la pérdida de contenido mineral éseo, incluyendo, por
ejemplo, enfermedad, predisposicion genética, accidentes que ocasionan la falta de uso del hueso (v.g., debido a
fracturas), agentes terapéuticos que tienen efectos sobre la resorcion 6sea o que matan las células formadoras de
hueso, y el envejecimiento normal.
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Anticuerpos especificos para proteinas de union a TGF-beta

La presente invencién proporciona un método no terapéutico para producir un anticuerpo que se une
especificamente a un polipéptido SOST, consistente en inmunizar a un animal no humano con un inmundégeno de la
invencion. La invenciéon proporciona ademas un anticuerpo producido mediante el método que es capaz de
aumentar la densidad mineral del hueso. Por ello, la presente invenciéon proporciona anticuerpos que se unen
especificamente a SOST y también proporciona un inmundégeno consistente en un péptido que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEC. ID. N° 53, que puede ser usado para la generacion y el analisis de estos anticuerpos.

Los polipéptidos y péptidos SOST que son utiles como inmundgenos pueden ser también utilizados en métodos de
cribado de muestras que contienen anticuerpos, por ejemplo, muestras de anticuerpos purificados, antisueros o
sobrenadantes de cultivos celulares o cualquier otra muestra biolégica que pueda contener uno o mas anticuerpos
especificos para SOST. Estos péptidos pueden ser también utilizados en métodos para identificar y seleccionar a
partir de una muestra biolégica una o mas células B que producen un anticuerpo que se une especificamente a
SOST (v.g., ensayos de formacién de placas y similares). Las células B pueden ser entonces usadas como fuente
de un polinucledtido codificante de un anticuerpo especifico para SOST que puede ser clonado y/o modificado por
técnicas de biologia molecular recombinante conocidas en este campo y aqui descritas.

Una "muestra biolégica", tal como se usa aqui, se refiere en ciertas realizaciones a una muestra que contiene al
menos un anticuerpo especifico para un polipéptido SOST, y se puede conseguir una muestra biolégica obteniendo
una muestra de sangre (de la que se puede preparar suero o plasma), un espécimen de biopsia, un explante de
tejido, un cultivo de érganos o cualquier otra preparacion de tejidos o de células de un sujeto o de una fuente
biolégica. Una muestra puede referirse también a una preparacion de tejidos o de células en la que se ha alterado la
integridad morfoldgica o el estado fisico, por ejemplo, por diseccién, disociacién, solubilizacion, fraccionacion,
homogenizacién, extraccion bioquimica o quimica, pulverizacion, liofilizacion, sonicacién o cualquier otro medio para
procesar una muestra derivada de un sujeto o de una fuente bioldgica. El sujeto o la fuente biologica puede ser un
animal humano o no humano, un cultivo celular primario (v.g., células B inmunizadas in vitro) o una linea celular
adaptada a cultivo, incluyendo, aunque sin limitacion, lineas celulares sometidas a ingenieria genética que pueden
contener secuencias de acidos nucleicos recombinantes integradas en cromosoma o episomales, lineas celulares
inmortalizadas o inmortalizables, lineas celulares hibridas de células somaticas, lineas celulares diferenciadas o
diferenciables, lineas celulares transformadas y similares.

Tal como se usa aqui, se dice que una molécula "se une especificamente" a una proteina de uniéon a TGF-beta si
reacciona a un nivel detectable con la proteina de unién a TGF-beta, pero no reacciona detectablemente con
péptidos y polipéptidos que contienen una secuencia no relacionada o una secuencia de una proteina de union a
TGF-beta diferente. Los anticuerpos de la invencion pueden ser, por ejemplo, inmunoglobulinas policlonales,
monoclonales, de una sola cadena, quiméricas, antiidiotipicas o injertadas con CDR, o fragmentos de las mismas,
tales como fragmentos F(ab’);, Fab, Fab’, Fv y Fd de inmunoglobulinas proteoliticamente generados o
recombinantemente producidos.

Son particularmente Utiles los anticuerpos anti-proteina de uniéon a TGF-beta que "se unen especificamente" a la
proteina de unién a TGF-beta de la SEC. ID. N° 1, pero no a otras proteinas de unién a TGF-beta, tales como Dan,
Cerberus, SCGF o Gremlin. Se entiende que los anticuerpos se unen especificamente a una proteina de unlon a
TGF-beta, 0 a un miembro especifico de la familia TGF-beta, si S€ unen con una K. mayor de o igual a 10* M, mas
preferiblemente mayor de o] |gual a aproximadamente 10° M7, mas preferlblemente mayor de o |gual a
aproxmadamente 10° M, atin mas preferiblemente mayor deo |gual a10’ M’ , ¥ aun mas preferiblemente mayor de
oigual a 10° M , ¥ no se unen a otras proteinas de unién a TGF-beta. La aflnldad de un anticuerpo por su antigeno
relacionado es tamblen comunmente expresada como una constante de disociacion Kp, y un anticuerpo antl SOST
se une especificamente a un miembro de la familia TGF-beta si se une con una Kp inferior o igual a 10* M, mas
preferiblemente inferior o igual a aproximadamente 10° M mas preferiblemente inferior o igual a aproximadamente
10® M, atn mas preferiblemente inferior o |gual a 107 M, y aun mas preferiblemente inferior o igual a 10® M.
Ademas, los anticuerpos de la presente invencion preferiblemente bloquean, alteran o inhiben (v.g., reducen con
significacion estadistica) la unién de una proteina de uniéon a TGF-beta a un miembro de la familia TGF-beta.

La afinidad de un anticuerpo o compafiero de union, asi como el grado en el que un anticuerpo inhibe la unién,
pueden ser facilmente determinados por alguien con conocimientos ordinarios en la materia usando técnicas
convencionales, por ejemplo las descritas por Scatchard et al. (Ann. N.Y. Acad. Sci. 51: 660-672, (1949)) o por
resonancia plasmonica de superficie (SPR; BlAcore, Biosensor, Piscataway, NJ). Para la resonancia plasménica de
superficie, se inmovilizan las moléculas diana sobre una fase soélida y se las expone a ligandos en una fase movil
que discurre a lo largo de una celda de flujo. Si se produce la unién de los ligandos a la diana inmovilizada, cambia
el indice de refraccion local, lo que lleva a un cambio en el angulo RPS, que puede ser monitorizado en tiempo real
detectando los cambios en la intensidad de la luz reflejada. Se pueden analizar los indices de cambio de la sefial
RPS para obtener constantes de indices aparentes para las fases de asociacion y disociacion de la reaccion de
union. La razon de estos valores da la constante de equilibrio aparente (afinidad) (véase, v.g., Wolff et al., Cancer
Res. 53: 2560-65 (1993)).
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Un anticuerpo segun la presente invencion puede pertenecer a cualquier clase de inmunoglobulinas, por ejemplo
IgG, IgE, IgM, IgD o IgA. Puede ser obtenido de, o derivar de, un animal, por ejemplo, aves (v.g., pollos) y
mamiferos, entre los que se incluyen, aunque sin limitacion, un ratén, una rata, un hamster, un conejo u otro roedor,
una vaca, un caballo, una oveja, una cabra, un camello, un humano u otro primate.

Se pueden usar métodos bien conocidos en la técnica para generar anticuerpos, antisueros policlonales o
anticuerpos monoclonales especificos para una proteina de uniéon a TGF-beta, tal como SOST. También se pueden
producir anticuerpos como inmunoglobulinas (Ig) o fragmentos de Ig sometidas a ingenieria genética disefiadas para
tener propiedades deseables. Por ejemplo, a modo de ilustracion y no de limitacion, los anticuerpos pueden incluir
una IgG recombinante que es una proteina de fusiéon quimérica que tiene al menos un dominio de region variable (V)
de una primera especie de mamifero y al menos un dominio de regiéon constante de una segunda especie de
mamifero distinta. Mas comunmente, un anticuerpo quimérico tiene secuencias de region variable murinas y
secuencias de region constante humanas. Dicha inmunoglobulina quimérica murina/humana puede ser
"humanizada" injertando las regiones determinantes de complementariedad (CDR) derivadas de un anticuerpo
murino, que confieren especificidad de unién para un antigeno, en regiones marco de regiones V derivadas de
humano y regiones constantes derivadas de humano. Se pueden generar fragmentos de estas moléculas por
digestion proteolitica, o, eventualmente, por digestion proteolitica seguida de reduccion suave de los enlaces
disulfuro y alquilacion. De manera alternativa, dichos fragmentos pueden ser también generados por técnicas de
ingenieria genética recombinante.

Ciertos anticuerpos preferidos son aquellos anticuerpos que inhiben o bloquean una actividad de la proteina de
union a TGF-beta en un ensayo in vitro, como aqui se describe. Se pueden valorar, en general, las propiedades de
union de un anticuerpo a una proteina de unién a TGF-beta usando métodos de inmunodeteccién, incluyendo, por
ejemplo, un ensayo inmunosorbente ligado a enzimas (ELISA), inmunoprecipitacion, inmunotransferencia,
inmunoelectroforesis a contracorriente, radioinmunoensayos, ensayos dot blot, ensayos de inhibicién o competencia
y similares, que pueden ser facilmente realizados por quienes tienen conocimientos ordinarios en la técnica (véanse,
v.g., las Patentes Estadounidenses N° 4.376.110 y N° 4.486.530; Harlow et al., Antibodies: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory (1988)).

También se desvelan células que expresan un inmundégeno consistente en un péptido que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEC. ID. N° 53.

Dicho péptido puede ser generado por escision proteolitica de un polipéptido de mayor tamafo, por metodologias
moleculares recombinantes, o puede ser quimicamente sintetizado. Por ejemplo, se presentan aqui secuencias de
acidos nucleicos codificantes del polipéptido SOST, de tal forma que los expertos en la técnica pueden preparar de
manera rutinaria polipéptido SOST para uso como inmundégenos. Los péptidos pueden ser quimicamente
sintetizados por métodos como los que aqui se describen y que son conocidos en la técnica. De manera alternativa,
los péptidos pueden ser generados por escision proteolitica de un polipéptido SOST, y los péptidos individuales
pueden ser aislados por métodos conocidos en la técnica, tales como electroforesis en gel de poliacrilamida o
cualquier nimero de cromatografia liquida u otros métodos de separacion.

Otros inmundégenos peptidicos preferidos comprenden 21-25, 26-30, 31-35, 36-40, 41-50 o cualquier nimero entero
de aminoacidos entre, e inclusive, 21 y 75 aminoacidos consecutivos.

Se pueden preparar anticuerpos policlonales que se unen especificamente a SOST usando métodos aqui descritos
y bien conocidos para los expertos en la técnica (véanse, por ejemplo, Green et al., "Production of Polyclonal
Antisera”, en Immunochemical Protocols (Manson, ed.), paginas 1-5 (Humana Press 1992); Harlow et al., Antibodies:
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1988); Williams et al., "Expression of foreign proteins in E. coli
using plasmid vectors and purification of specific polyclonal antibodies", en DNA Cloning 2: Expression Systems, 22
Edicion, Glover et al. (eds.), pagina 15 (Oxford University Press 1995)). Se pueden obtener anticuerpos para una
proteina de unién a TGF-beta, por ejemplo, inmunizando a un animal con el inmunégeno de la invencion. Aunque los
anticuerpos policlonales son tipicamente producidos en animales tales como ratas, ratones, conejos, cabras, vacas u
ovejas, también se puede obtener un anticuerpo anti-proteina de union a TGF-beta de la presente invencién de un
primate subhumano. Se pueden encontrar técnicas generales para producir anticuerpos utiles desde el punto de
vista diagnéstico y terapéutico en babuinos, por ejemplo, en WO 91/11465 (1991) y en Losman et al., Int. J Cancer
46: 310, 1990.

La preparacion de un inmunégeno para inyeccion a animales puede incluir la copulacion covalente del inmunégeno
con otra proteina inmunogénica, por ejemplo, una proteina de soporte, tal como la hemocianina de lapa (KLH) o la
seroalbumina bovina (BSA) o similar. Un inmundégeno polipeptidico o peptidico puede incluir uno o mas aminoacidos
adicionales en el extremo N-terminal o en el C-terminal que faciliten el procedimiento de conjugacion (v.g., la adicion
de una cisteina para facilitar la conjugacion de un péptido a KLH). Se pueden substituir otros residuos de
aminoacidos en un polipéptido o un péptido para evitar la conjugacion en esa posicién de aminoacido particular a un
polipéptido de soporte (v.g., substituyendo con un residuo de serina la cisteina en posiciones internas de un
polipéptido/péptido), o se pueden substituir para facilitar la solubilidad o para aumentar la inmunogenicidad.
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Los inmundgenos pueden ser emulsionados en un adyuvante, por ejemplo, adyuvante completo o incompleto de
Freund o el Ribi Adjuvant System (Corixa Corporation, Seattle, WA). Véase también, v.g., Harlow et al., supra. El
inmunogeno puede ser inyectado al animal por cualquier niumero de vias diferentes, incluyendo intraperitoneal,
intramuscular, intraocular, intradérmica o subcutaneamente. En general, después de la primera inyeccion, los
animales reciben una o mas inmunizaciones de refuerzo segun un protocolo preferido, que puede variar segun, entre
otros, el antigeno, el adyuvante (de haberlo) y/o la especie animal particular. Se puede monitorizar la respuesta
inmune sangrando periédicamente al animal y preparando y analizando sueros en un inmunoensayo, tal como un
ELISA o un ensayo de difusion de Ouchterlony o similar, para determinar el titulo de anticuerpos especificos. Una
vez establecido un titulo de anticuerpos adecuado, los animales pueden ser sangrados periddicamente para
acumular los antisueros policlonales o pueden ser exsanguinados. Se pueden purificar entonces los anticuerpos
policlonales que se unen especificamente a la proteina o el péptido de unién a TGF-beta a partir de dichos
antisueros, por ejemplo, por cromatografia de afinidad usando proteina A. De manera alternativa, se puede realizar
una cromatografia de afinidad en la que se inmoviliza la proteina o el péptido de uniéon a TGF-beta o un anticuerpo
especifico para una region constante de Ig de la especie animal inmunizada particular sobre un soporte sélido
adecuado.

Como anticuerpos para uso en la invencion, se incluyen anticuerpos monoclonales preparados por procedimientos
convencionales de inmunizacion y de fusiéon celular como se describe aqui y se conoce en la técnica. Se pueden
generar anticuerpos monoclonales anti-proteina de unién a TGF-beta usando una variedad de técnicas. Se pueden
obtener anticuerpos monoclonales que se unen a antigenos especificos por métodos conocidos para los expertos en
la técnica (véanse, por ejemplo, Kohler et al., Nature 256: 495, 1975; Coligan et al. (eds.), Current Protocols in
Immunology, 1: 2.5.1-2.6.7 (John Wiley & Sons 1991); Patentes Estadounidenses N° RE 32.011, N° 4.902.614, N°
4.543.439 y N° 4.411.993; Monoclonal Antibodies, Hybridomas: A New Dimension in Biological Analyses, Plenum
Press, Kennett, McKearn, and Bechtol (eds.) (1980); y Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow and Lane (eds.),
Cold Spring Harbor Laboratory Press (1988); Picksley et al., "Production of monoclonal antibodies against proteins
expressed in E. coli", en DNA Cloning 2: Expression Systems, 22 Edicion, Glover et al. (eds.), pagina 93 (Oxford
University Press 1995)). Se pueden derivar fragmentos de anticuerpos de los mismos usando cualquier técnica
estandar adecuada, tal como digestion proteolitica, o eventualmente por digestion proteolitica (por ejemplo, usando
papaina o pepsina), seguida de reduccion suave de los enlaces disulfuro y de alquilacién. De manera alternativa,
dichos fragmentos pueden ser también generados por técnicas de ingenieria genética recombinante.

Para explicarlo brevemente, se pueden obtener anticuerpos monoclonales inyectando a un animal, por ejemplo, una
rata, un hamster o preferiblemente un ratén, un inmundgeno de la invencién segin métodos conocidos en la técnica
y aqui descritos. Se puede monitorizar la presencia de produccion de anticuerpos especificos tras la inyeccion inicial
(se pueden administrar las inyecciones por cualquiera de varias vias como aqui se describe para la generacion de
anticuerpos policlonales) y/o tras una inyeccion de refuerzo obteniendo una muestra de suero y detectando la
presencia de un anticuerpo que se une a una proteina o péptido de uniéon a TGF-beta usando cualquiera de varios
métodos de inmunodeteccion conocidos en la técnica y aqui descritos. Se extraen células linfoides, mas
comunmente células del bazo o de ganglio linfatico, de animales productores de anticuerpos que se unen a la
proteina de unién a TGF-beta para obtener linfocitos B. Se fusionan entonces los linfocitos B con un compariero de
fusion de célula de mieloma sensibilizada a farmaco, preferiblemente uno que sea singénico con el animal
inmunizado y que eventualmente tenga otras propiedades deseables (v.g., incapacidad para expresar productos
génicos de Ig enddgenas, v.g., P3X63 - Ag 8.653 (ATCC N° CRL 1580); NSO, SP20), para producir hibridomas, que
son lineas celulares eucariéticas inmortales. Se pueden combinar las células linfoides (v.g., bazo) y las células de
mieloma durante unos cuantos minutos con un agente promotor de fusién de membrana, tal como polietilenglicol o
un detergente no ionico, y plaquearlas después a baja densidad sobre un medio selectivo que soporta el crecimiento
de células de hibridoma, pero no de células de mieloma no fusionadas. Un medio de seleccion preferido es HAT
(hipoxantina, aminopterina, timidina). Después de un tiempo suficiente, normalmente de aproximadamente una a dos
semanas, se observan las colonias de células. Se aislan las colonias individuales y se pueden estudiar los
anticuerpos producidos por las células en cuanto a la actividad de union a la proteina de unién a TGF-beta, o sus
variantes o fragmentos, usando cualquiera de una variedad de inmunoensayos conocidos en la técnica y aqui
descritos. Se hace referencia a hibridomas productores de anticuerpos monoclonales con gran afinidad y
especificidad para SOST. También se hace referencia, por lo tanto, a hibridomas que producen anticuerpos
monoclonales que se unen especificamente a una proteina de unién a TGF-beta o sus variantes o fragmentos. Se
clonan los hibridomas (v.g., mediante clonacién por dilucion limitante o mediante aislamiento en placa de agar
blando) y se seleccionan y cultivan los clones positivos que producen un anticuerpo especifico para el antigeno.
También se hace referencia a anticuerpos que bloguean, inhiben o alteran la unién de la proteina de unién a TGF-
beta a un miembro de la familia TGF-beta.

Se pueden aislar los anticuerpos monoclonales de los cultivos de hibridomas a partir de los sobrenadantes de los
cultivos de hibridomas. Un método alternativo para la producciéon de un anticuerpo monoclonal murino consiste en
inyectar las células de hibridoma en la cavidad peritoneal de un ratén singénico, por ejemplo, un ratén que haya sido
tratado (v.g., imprimado con pristano) para promover la formacion de liquido ascitico que contiene el anticuerpo
monoclonal. Los anticuerpos monoclonales pueden ser aislados y purificados mediante una variedad de técnicas
bien establecidas. Dichas técnicas de aislamiento incluyen la cromatografia de afinidad con Proteina-A Sefarosa, la
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cromatografia de exclusiéon por tamafos y la cromatografia de intercambio ionico (véanse, por ejemplo, Coligan, en
las paginas 2.7.1-2.7.12 y las paginas 2.9.1-2.9.3; Baines et al., "Purification of Immunoglobulin G (IgG)", en Methods
in Molecular Biology, Vol. 10, paginas 79-104 (The Humana Press, Inc. 1992)). Los anticuerpos monoclonales
pueden ser purificados por cromatografia de afinidad usando un ligando apropiado seleccionado en base a las
propiedades particulares del anticuerpo (v.g., isotipo de cadena pesada o ligara, especificidad de unién, etc.). Como
ejemplos de ligando adecuado, inmovilizado sobre un soporte soélido, se incluyen Proteina A, Proteina G, un
anticuerpo antirregion constante (cadena ligera o cadena pesada), un anticuerpo antiidiotipo y una proteina de unién
a TGF-beta, o sus fragmentos o variantes.

Ademas, un anticuerpo de la presente invencion puede ser un anticuerpo monoclonal humano. Se pueden generar
anticuerpos monoclonales humanos por cualquier técnica con la que estén familiarizados quienes tienen
conocimientos ordinarios en este campo. Por ejemplo, se pueden obtener anticuerpos monoclonales humanos de
ratones transgénicos que han sido sometidos a ingenieria para producir anticuerpos humanos especificos en
respuesta a un desafio antigénico. Se describen métodos para obtener anticuerpos humanos de ratones
transgénicos, por ejemplo, en Green et al., Nature Genet. 7: 13, 1994; Lonberg et al., Nature 368: 856, 1994; Taylor
et al., Int. Immun. 6: 579, 1994; Patente Estadounidense N° 5.877.397; Bruggemann et al., 1997 Curr. Opin.
Biotechnol. 8: 455-58; Jakobovits et al., 1995 Ann. N . Y. Acad. Sci. 764: 525-35. En esta técnica, se introducen
elementos del locus de las cadenas pesadas y ligeras humanas en cepas de ratones derivadas de lineas de células
madre embrionarias que contienen alteraciones buscadas de los loci de las cadenas pesadas y de las cadenas
ligeras endogenas. (Véase también Bruggemann et al., Curr. Opin. Biotechnol. 8: 455-58 (1997)), Por ejemplo, los
transgenes de inmunoglobulinas humanas pueden ser construcciones de minigenes, o transloci sobre cromosomas
artificiales de levaduras, que sufren reorganizacion e hipermutacion de ADN especifico de células B en el tejido
linfoide del ratén. Se pueden obtener anticuerpos monoclonales humanos inmunizando a los ratones transgénicos,
que pueden entonces producir anticuerpos humanos especificos para el antigeno. Se pueden usar células linfoides
de los ratones transgénicos inmunizados para producir hibridomas secretores de anticuerpos humanos segun los
métodos aqui descritos. También se pueden obtener sueros policlonales que contengan anticuerpos humanos de la
sangre de los animales inmunizados.

Otro método para generar anticuerpos monoclonales humanos especificos para la proteina de unién a TGF-beta
incluye la inmortalizacion de células de sangre periférica humana mediante transformacion con EBV. Véase, v.g., la
Patente Estadounidense N° 4.464.456. Dicha linea de células B (o linea de células linfoblastoides) inmortalizada que
produce un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a una proteina de unién a TGF-beta (o una variante
o fragmento del mismo) puede ser identificada por métodos de inmunodeteccion como aqui se presentan, por
ejemplo, un ELISA, y luego aislada por técnicas de clonacion estandar. Se puede mejorar la estabilidad de la linea
de células linfoblastoides productora de un anticuerpo anti-proteina de unién a TGF-beta fusionando la linea de
células transformadas con un mieloma murino para producir una linea celular hibrida murina-humana segun
métodos conocidos en la técnica (véase, v.g., Glasky et al., Hybridoma 8: 377-89 (1989)).

En ciertas realizaciones, se selecciona una célula B que produce un anticuerpo anti-SOST y se clonan las regiones
variables de cadenas ligeras y de cadenas pesadas a partir de la célula B segun técnicas de biologia molecular
conocidas en este campo (WO 92/02551; patente estadounidense 5.627.052; Babcook et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 93: 7843-48 (1996)) y aqui descritas. Preferiblemente, se aislan células B de un animal inmunizado del bazo,
del ganglio linfatico o de una muestra de sangre periférica seleccionando una célula que produce un anticuerpo que
se une especificamente a SOST. También se pueden aislar células B de humanos, por ejemplo, de una muestra de
sangre periférica. Los métodos para detectar células B Unicas que producen un anticuerpo con la especificidad
deseada son bien conocidos en la técnica, por ejemplo, por formacion de placa, clasificacion de células activada por
fluorescencia, estimulacion in vitro seguida de deteccion de anticuerpos especificos y similares. Como métodos para
la seleccion de células B productoras de anticuerpos especificos, se incluyen, por ejemplo, la preparacion de una
suspension unicelular de células B en agar blando que contiene SOST o un fragmento peptidico del mismo. La unién
del anticuerpo especifico producido por la célula B al antigeno da como resultado la formacién de un complejo, que
puede ser visible como un inmunoprecipitado. Después de seleccionar las células B productoras del anticuerpo
especifico, se pueden clonar los genes del anticuerpo especifico aislando y amplificando el ADN o el ARNm segun
métodos conocidos en la técnica y aqui descritos.

Para usos particulares, se pueden desear fragmentos de anticuerpos anti-proteina de unién a TGF-beta. Los
fragmentos de anticuerpos, F(ab’);, Fab, Fab’, Fv, Fc, Fd, conservan el sitio de unién a antigeno del anticuerpo
entero y, por lo tanto, se unen al mismo epitopo. Estos fragmentos de unién a antigeno derivados de un anticuerpo
pueden ser obtenidos, por ejemplo, por hidrélisis proteolitica del anticuerpo, por ejemplo, por digestion con pepsina o
papaina de anticuerpos enteros segun métodos convencionales. A modo de ilustracion, se pueden producir
fragmentos de anticuerpos por escision enzimatica de anticuerpos con pepsina para obtener un fragmento 5S
denominado F(ab’),. Este fragmento puede ser aun escindido usando un agente reductor tiol para producir
fragmentos monovalentes Fab’ 3,5S. Eventualmente, la reaccion de escision puede ser llevada a cabo usando un
grupo bloqueante para los grupos sulfhidrilo que resultan de la escision de uniones disulfuro. Como alternativa, una
escision enzimatica usando papaina produce dos fragmentos Fab monovalentes y un fragmento Fc directamente.
Estos métodos estan descritos, por ejemplo, en Goldenberg, patente estadounidense N° 4.331.647, Nisonoff et al.,
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Arch. Biochem. Biophys. 89: 230, 1960; Porter, Biochem. J. 73: 119, 1959; Edelman et al, en Methods in
Enzymology 1: 422 (Academic Press 1967); y en Coligan en las paginas 2.8.1-2.8.10 y 2.10.-2.10.4. También se
pueden usar otros métodos para escindir anticuerpos, tales como la separacion de las cadenas pesadas para formar
fragmentos de cadenas ligeras-pesadas monovalentes (Fd), una mayor escisién de fragmentos u otras técnicas
enzimaticas, quimicas o genéticas, siempre que los fragmentos se unan al antigeno que resulta reconocido por el
anticuerpo intacto.

Un fragmento de anticuerpo puede ser también cualquier proteina sintética u obtenida por ingenieria genética que
actue como un anticuerpo en el sentido de que se una a un antigeno especifico para formar un complejo. Por
ejemplo, como fragmentos de anticuerpos se incluyen fragmentos aislados consistentes en la region variable de la
cadena ligera, fragmentos "Fv" consistentes en las regiones variables de las cadenas pesada y ligera, moléculas
polipeptidicas de cadenas unicas recombinantes en las que las regiones variables ligera y pesada se conectan
mediante un conector peptidico (proteinas scFv) y unidades de reconocimiento minimo consistentes en los residuos
de aminoacidos que imitan la regién hipervariable. El anticuerpo de la presente invencion preferiblemente contiene al
menos un dominio de region variable. El dominio de region variable puede ser de cualquier tamafio o composicion
de aminoacidos y tendra generalmente al menos una secuencia de aminoacidos hipervariable responsable de la
union a antigeno y adyacente a, o en marco con, una o mas secuencias marco. En términos generales, el dominio
de region variable (V) puede ser cualquier disposicion adecuada de dominios variables de cadena pesada (V) y/o
ligera (VL) de inmunoglobulinas. Asi, por ejemplo, el dominio de regién V puede ser monomeérico y puede ser un
dominio V4 o V|, el cual es capaz de unirse independientemente a antigeno con una afinidad aceptable. De manera
alternativa, el dominio de region V puede ser dimérico y contener dimeros Vu-Vh, Vu-VL 0 Vi-V.. Preferiblemente, el
dimero de region V tiene al menos una cadena Vy y al menos una cadena V. que se asocian de manera no
covalente (de aqui en adelante, se hara referencia a éste como F,). Si se desea, se pueden copular las cadenas
covalentemente ya sea directamente, por ejemplo a través de un enlace disulfuro entre los dos dominios variables, o
a través de un conector, por ejemplo un conector peptidico, para formar un Fv de una sola cadena (scF,),

El dominio de region variable puede ser cualquier dominio variable natural o una version obtenida por ingenieria del
mismo. Por version obtenida por ingenieria, se entiende un dominio de regién variable que ha sido creado usando
técnicas de ingenieria de ADN recombinante. Dichas versiones obtenidas por ingenieria incluyen las creadas, por
ejemplo, a partir de una regién variable de anticuerpo especifico por inserciones, deleciones o cambios en las
secuencias de aminoacidos del anticuerpo especifico. Como ejemplos particulares, se incluyen dominios de region
variable obtenidos por ingenieria que contienen al menos una CDR y eventualmente uno o mas aminoacidos marco
de un primer anticuerpo y el resto del dominio de region variable de un segundo anticuerpo.

El dominio de regién variable puede unirse covalentemente en un aminoacido C-terminal a al menos otro dominio de
anticuerpo o un fragmento del mismo. Asi, por ejemplo, un dominio Vy que esta presente en el dominio de region
variable puede unirse a un dominio Cy1 de inmunoglobulina, o un fragmento del mismo. De forma similar, un dominio
V| puede unirse a un dominio Ck o un fragmento del mismo. De este modo, por ejemplo, el anticuerpo puede ser un
fragmento Fab donde el dominio de unién a antigeno contiene dominios Vy y V| asociados covalentemente unidos
en sus extremos C a un dominio CH1 y Cg, respectivamente. El dominio CH1 puede ser prolongado con mas
aminoacidos, por ejemplo, para obtener una region de bisagra o una porcién de un dominio de region de bisagra tal
como se encuentra en un fragmento Fab’, o para obtener mas dominios, tales como dominios CH2 y CH3 de
anticuerpo.

Otra forma de fragmento de anticuerpo es un péptido que comprende una sola region determinante de
complementariedad (CDR). Se pueden obtener péptidos CDR ("unidades de reconocimiento minimo") construyendo
polinucleétidos que codifican la CDR de un anticuerpo de interés. Dichos polinucledtidos son preparados, por
ejemplo, usando la reaccién en cadena de polimerasa para sintetizar la regién variable usando ARNm de células
productoras de anticuerpo como plantilla (véanse, por ejemplo, Larrick et al., Methods: A Companion to Methods in
Enzymology 2: 106, 1991; Courtenay-Luck, "Genetic Manipulation of Monoclonal Antibodies", en Monoclonal
Antibodies: Production, Engineering and Clinical Application, Ritter et al. (eds.), pagina 166 (Cambridge University
Press 1995); y Ward et al., "Genetic Manipulation and Expression of Antibodies"”, en Monoclonal Antibodies:
Principles and Applications, Birch ef al., (eds.), pagina 137 (Wiley-Liss, Inc. 1995)).

De manera alternativa, el anticuerpo puede ser un anticuerpo recombinante o sometido a ingenieria obtenido
mediante el uso de técnicas de ADN recombinante que conllevan la manipulacién y reexpresion de ADN codificante
de regiones variables y/o constantes de anticuerpo. Dicho ADN es conocido y/o puede ser facilmente adquirido a
partir de genotecas de ADN, incluyendo, por ejemplo, genotecas de fagos-anticuerpos (véase Chiswell y McCafferty,
Tibtech. 10: 80-84 (1992)), o, si se desea, puede ser sintetizado. Se pueden usar procedimientos estandar de
biologia molecular y/o quimica para secuenciar y manipular el ADN, por ejemplo, para introducir codones y crear
residuos de cisteina, o para maodificar, afiadir o suprimir otros aminoacidos o dominios, segun se desee.

También se pueden generar anticuerpos quiméricos, especificos para una proteina de union a TGF-beta y que
incluyen anticuerpos humanizados, segun la presente invencion. Un anticuerpo quimérico tiene al menos un dominio
de region constante derivado de una primera especie de mamifero y al menos un dominio de regién variable
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derivado de una segunda especie de mamifero distinta (véase, v.g., Morrison et al., Proc, Natl. Acad. Sci. USA, 81:
6851-55 (1984)). En realizaciones preferidas, se puede construir un anticuerpo quimérico clonando la secuencia
polinucleotidica que codifica al menos un dominio de regién variable derivado de un anticuerpo monoclonal no
humano, tal como la regién variable derivada de un anticuerpo monoclonal de ratén, rata o hamster, en un vector
que contiene una secuencia nucleotidica que codifica al menos una regién constante humana (véanse, v.g., Shin et
al., Methods Enzymol. 178: 459-76 (1989); Walls et al., Nucleic Acids Res. 21: 2921-29 (4993)). A modo de ejemplo,
se puede insertar la secuencia polinucleotidica codificante de la region variable de cadena ligera de un anticuerpo
monoclonal murino en un vector que contenga una secuencia nucleotidica codificante de la secuencia de region
constante de la cadena ligera kappa humana. En un vector aparte, se puede clonar la secuencia polinucleotidica
codificante de la region variable de cadena pesada del anticuerpo monoclonal en marco con secuencias codificantes
de una region constante de IgG humana, por ejemplo, la region constante de la IgG1 humana. La region constante
humana particular seleccionada puede depender de las funciones efectoras deseadas para el anticuerpo particular
(v.g., fijacion de complemento, unién a un receptor Fc particular, etc.). Preferiblemente, los vectores construidos
seran transfectados en células eucaridticas para la expresion estable del anticuerpo quimérico. Otro método
conocido en la técnica para generar anticuerpos quiméricos es la recombinacién homologa (v.g., Patente
Estadounidense N° 5.482.856).

Se puede someter ademas un anticuerpo quimérico no humano/humano a ingenieria genética para crear un
anticuerpo "humanizado". Dicho anticuerpo humanizado puede tener una pluralidad de CDR derivadas de una
inmunoglobulina de una especie de mamifero no humano, al menos una regién marco variable humana y al menos
una region constante de inmunoglobulina humana. Como estrategias Utiles para disefiar anticuerpos humanizados,
se pueden incluir, por ejemplo, a modo de ilustracion y no de limitacion, la identificacion de regiones marco variables
humanas que son mas homodlogas de las regiones marco no humanas del anticuerpo quimérico. Sin desear
limitarnos a la teoria, dicha estrategia puede aumentar la probabilidad de que el anticuerpo humanizado conserve la
afinidad de union especifica por una proteina de unién a TGF-beta, que, en algunas realizaciones preferidas, puede
ser substancialmente la misma afinidad por una proteina de unién a TGF-beta o una variante o fragmento de la
misma, y en otras ciertas realizaciones preferidas puede ser una afinidad mayor por una proteina de unién a TGF-
beta. Véanse, v.g., Jones et al., 1986 Nature 321: 522-25; Riechmann et al., 1988 Nature 332: 323-27. El disefio de
dicho anticuerpo humanizado puede, por lo tanto, incluir la determinacién de las conformaciones de bucles CDR y de
los determinantes estructurales de las regiones variables no humanas, por ejemplo, mediante modelos de
ordenador, y la comparacion después de los bucles CDR y de los determinantes con estructuras de bucles CDR y
determinantes humanos conocidos. Véanse, v.g., Padlan et al., 1995 FASEB 9: 133-39; Chothia et al., 1989 Nature,
342: 377-383. También se pueden usar modelos de ordenador para comparar plantillas estructurales humanas
seleccionadas por homologia de secuencia con las regiones variables no humanas. Véanse, v.g., Bajorath et al.,
1995 Ther. Immunol. 2: 95-103; EP-0578515-A3. Si la humanizacion de las CDR no humanas da lugar a una
disminucién de la afinidad de unién, los modelos de ordenador pueden ayudar a identificar residuos de aminoacidos
especificos que podrian ser cambiados por mutagénesis dirigida a sitio u otras técnicas de mutagénesis para
restaurar la afinidad parcial, completa o supradptimamente (es decir, para aumentar hasta un nivel mayor del del
anticuerpo no humanizado). Los que tienen conocimientos ordinarios en este campo estan familiarizados con estas
técnicas y apreciaran facilmente numerosas variaciones y modificaciones de dichas estrategias de disefio.

Uno de tales métodos para preparar un anticuerpo humanizado se denomina revestimiento. Tal como se usan aqui,
los términos "FR revestidos" y "FR revestidos recombinantemente” se refieren a la substitucion selectiva de residuos
FR de, v.g., una region V de cadena pesada o ligera de roedor con residuos FR humanos para obtener una molécula
xenogénica que comprende un sitio de unién a antigeno que conserva substancialmente toda la estructura nativa de
plegamiento del polipéptido FR. Las técnicas de revestimiento se basan en el conocimiento de que las
caracteristicas de union a ligando de un sitio de unién a antigeno son primariamente determinadas por la estructura
y la disposicion relativa de los grupos de CDR de cadenas pesadas y ligeras en la superficie de union a antigeno.
Davies et al., Ann. Rev. Biochem. 59: 439-73, 1990. Asi, se puede conservar la especificidad de unién a antigeno en
un anticuerpo humanizado sélo cuando se mantienen cuidadosamente las estructuras CDR, su interaccion entre si 'y
su interaccion con el resto de los dominios de region V. Utilizando técnicas de revestimiento, se substituyen
selectivamente los residuos FR exteriores (v.g., accesibles a solventes) que son faciimente encontrados por el
sistema inmune con residuos humanos para obtener una molécula hibrida que comprende una superficie revestida,
o bien débilmente inmunogénica, o bien substancialmente no inmunogénica.

El procedimiento de revestimiento utiliza los datos de secuencia disponibles para los dominios variables de
anticuerpos humanos compilados por Kabat et al., en Sequences of Proteins of Immunological Interest, 42 ed., (U.S.
Dept. of Health and Human Services, U.S. Government Printing Office, 1987), actualizaciones de la base de datos
de Kabat y otras bases de datos accesibles de los EE.UU. y extranjeras (tanto de acidos nucleicos como de
proteinas). Se pueden deducir las accesibilidades a los solventes de los aminoacidos de la region V a partir de la
estructura tridimensional conocida para fragmentos de anticuerpos humanos y murinos. Inicialmente, se comparan
las FR de los dominios variables de una molécula de anticuerpo de interés con secuencias FR correspondientes de
dominios variables humanos obtenidas de las fuentes antes identificadas. Se comparan entonces las regiones V
humanas mas homélogas residuo a residuo con aminoacidos murinos correspondientes. Se substituyen los residuos
de la FR murina que difieren de la contrapartida humana por los residuos presentes en el resto humano usando
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técnicas recombinantes bien conocidas en este campo. Sélo se hace un cambio de residuo con restos que estan al
menos parcialmente expuestos (accesibles a los solventes), y se tiene cuidado en la substitucion de residuos de
aminoacidos que pueden tener un efecto significativo sobre la estructura terciaria de los dominios de la region V,
tales como prolina, glicina y aminoacidos cargados.

De este modo, los sitios de unién a antigeno "revestidos" resultantes son asi disefiados para conservar los residuos
de CDR de roedores, los residuos substancialmente adyacentes a las CDR, los residuos identificados como
enterrados o mayormente enterrados (inaccesibles a los solventes), los residuos que se cree que participan en
contactos no covalentes (v.g., electrostaticos e hidrofébicos) entre dominios de cadenas pesadas y ligeras y los
residuos de regiones estructurales conservadas de las FR que se piensa que influyen en las estructuras terciarias
"canodnicas" de los bucles de CDR. Estos criterios de disefio son entonces utilizados para preparar secuencias
nucleotidicas recombinantes que combinan las CDR de la cadena tanto pesada como ligera de un sitio de union a
antigeno en FR de apariencia humana que pueden ser usadas para transfectar células de mamifero para la
expresion de anticuerpos humanos recombinantes que exhiben la especificidad antigénica de la molécula de
anticuerpo de roedor.

Un método adicional para seleccionar anticuerpos que se unen especificamente a una proteina de unién a TGF-beta
0 una variante o fragmento de la misma es por presentacion en fagos. Véanse, v.g., Winter et al., 1994 Annu. Rev.
Immunol, 12: 433-55; Burton et al., 1994 Adv. Immunol. 57: 191-280. Se pueden crear genotecas combinatorias de
genes de region variable de inmunoglobulinas humanas o murinas en fagos vectores que pueden ser cribados para
seleccionar fragmentos de Ig (Fab, Fv, sFv o multimeros de los mismos) que se unen especificamente a la proteina
de unién a TGF-beta o a una variante o fragmento de la misma. Véanse, v.g., Patente Estadounidense N° 5.223.409;
Huse et al., 1989 Science 246: 1275-81; Sastry et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 5728-32 (1989); Alting-Mees et
al., Strategies in Molecular Biology 3: 1-9 (1990); Kang ef al., 1991 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 4363-66;
Hoogenboom et al., 1992 J. Molec. Biol. 227: 381-388; S chlebusch et al, 1997 Hybridoma 16: 47-52 y las
referencias que alli se citan. Por ejemplo, se puede insertar una genoteca que contenga una pluralidad de
secuencias polinucleotidicas codificantes de fragmentos de region variable de Ig en el genoma de un bacteriéfago
filamentoso, tal como M13 o una variante del mismo, en marco con la secuencia codificante de una proteina de la
cubierta del fago. Una proteina de fusién puede ser una fusion de la proteina de la cubierta con el dominio de regién
variable de cadena ligera y/o con el dominio de regiéon variable de cadena pesada. Segun ciertas realizaciones,
también se pueden presentar fragmentos Fab de inmunoglobulinas en una particula de fago (véase, v.g., la Patente
Estadounidense N° 5.698.426).

También se pueden preparar genotecas de expresion de ADNc de inmunoglobulinas de cadenas pesadas vy ligeras
en el fago lambda, por ejemplo, usando los vectores AlmmunoZap™(H) y AlmmunoZap™(L) (Stratagene, La Jolla,
California). Para explicarlo brevemente, se aisla ARNm de una poblacion de células B y se usa para crear genotecas
de expresion de ADNc de inmunoglobulinas de cadenas pesadas y ligeras en los vectores A ImmunoZap(H) y
AlmmunoZap(L), Estos vectores pueden ser cribados individualmente o coexpresados para formar fragmentos Fab o
anticuerpos (véase Huse ef al., supra; véase también Sastry et al., supra). Las placas positivas pueden ser
convertidas a continuacion en un plasmido no litico que permita un alto nivel de expresion de fragmentos de
anticuerpos monoclonales de E. coli.

De forma similar, también se pueden construir porciones o fragmentos, tales como fragmentos Fab y Fv, de
anticuerpos usando técnicas convencionales de digestion enzimatica o de ADN recombinante para incorporar las
regiones variables de un gen que codifica un anticuerpo especifico para una proteina de uniéon a TGF-beta. En una
realizacion, en un hibridoma, se amplifican las regiones variables de un gen que expresa un anticuerpo monoclonal
de interés usando cebadores nucleotidicos. Estos cebadores pueden ser sintetizados por alguien con conocimientos
ordinarios en la técnica o pueden ser comprados a fuentes comerciales. (Véase, v.g., Stratagene (La Jolla,
California), que vende cebadores para regiones variables murinas y humanas, incluyendo, entre otros, cebadores
para las regiones Vha, Vb, VHe, VHda, Ch1, VL Yy Ci), Estos cebadores pueden ser usados para amplificar regiones
variables de cadena pesada o ligera, que pueden ser entonces insertadas en vectores, tales como ImmunoZAP™ H
o ImmunoZAP™ L (Stratagene), respectivamente. Estos vectores pueden ser luego introducidos en E. coli,
levaduras o sistemas basados en mamiferos para su expresion. Se pueden producir grandes cantidades de una
proteina de una sola cadena que contiene una fusion de los dominios V4 y V. usando estos métodos (véase Bird et
al., Science 242: 423-426, 1988). Ademas, dichas técnicas pueden ser usadas para humanizar una region V de
anticuerpo no humano sin alterar la especificidad de unién del anticuerpo.

También se pueden usar genotecas combinatorias de fagos para la humanizacién de regiones variables no
humanas. Véanse, v.g., Rosok ef al.,, 1996 J. Biol. Chem. 271: 22611-18; Rader et al., 1998 Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 95: 8910-15. Se puede cribar una genoteca de fagos para seleccionar un fragmento de region variable de Ig de
interés por métodos de inmunodeteccion conocidos en la técnica y aqui descritos, y se puede determinar la
secuencia de ADN del gen de inmunoglobulina insertado en el fago asi seleccionado por técnicas estandar. Véase
Sambrook et al., 2001 Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press. La secuencia codificante
de Ig seleccionada puede ser entonces clonada en otro vector adecuado para la expresion del fragmento de Ig o,
eventualmente, puede ser clonada en un vector que contenga regiones constantes de Ig, para la expresion de
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cadenas de inmunoglobulinas enteras.

Se contemplan anticuerpos especificos para SOST que son fragmentos de anticuerpos multiméricos. Se describen
metodologias Utiles, en general, por ejemplo, en Hayden et al. 1997, Curr Opin. Immunol. 9: 201-12; Coloma et al.,
1997 Nat. Biotechnol. 15: 159-63. Por ejemplo, se pueden crear fragmentos de anticuerpos multiméricos por
técnicas de fagos para formar minianticuerpos (Patente Estadounidense N° 5.910.573) o diacuerpos (Holliger et al.,
1997, Cancer Immunol. Immunother. 45: 128-130).

Un anticuerpo especifico para SOST puede ser un anticuerpo expresado como proteina intracelular. También se
hace referencia a dichos anticuerpos intracelulares como intracuerpos y pueden comprender un fragmento Fab, o
preferiblemente comprenden un fragmento scFv (véase, v.g., Lecerf et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98: 4764-49
(2001). Las regiones de marco que flanquean las regiones CDR pueden ser modificadas para mejorar los niveles de
expresion y la solubilidad de un intracuerpo en un ambiente reductor intracelular (véase, v.g., Worn et al., J. Biol.
Chem, 275: 2795-803 (2000). Un intracuerpo puede ser dirigido a una localizacion u organulo celular particular, por
ejemplo, construyendo un vector que comprende una secuencia polinucleotidica codificante de las regiones
variables de un intracuerpo que puede ser operativamente fusionada con una secuencia polinucleotidica que codifica
un antigeno diana particular en la célula (véanse, v.g., Graus-Porta et al., Mol. Cell Biol. 15: 1182-91 (1995); Lener et
al., Eur. J. Biochem. 267: 1196-205 (2000)). Se puede introducir un intracuerpo en una célula por una variedad de
técnicas disponibles para el experto en la materia, incluyendo a través de un vector de terapia génica, o una mezcla
de lipidos (v.g., Provectin™, fabricado por Imgenex Corporation, San Diego, CA), o segin métodos de interiorizacion
fotoquimicos.

La introduccion de mutaciones de aminoacidos en una molécula de inmunoglobulina especifica para una proteina de
union a TGF-beta puede ser util para aumentar la especificidad o la afinidad por la proteina de unién a TGF-beta o
para alterar una funcion efectora. Se pueden generar inmunoglobulinas con mayor afinidad por la proteina de unién
a TGF-beta por mutagénesis dirigida a sitio de residuos particulares. Se pueden emplear modelos moleculares
tridimensionales asistidos por ordenador para identificar los residuos de aminoacidos que se han de cambiar, con
objeto de mejorar la afinidad por la proteina de unién a TGrF-beta. Véase, v.g., Mountain et al., 1992, Biotechnol.
Genet. Eng. Rev. 10: 1-142. De manera alternativa, se pueden generar genotecas combinatorias de CDR en el fago
M13 y cribarlas en cuanto a fragmentos de inmunoglobulinas con mejor afinidad. Véanse, v.g., Glaser et al., 1992, J.
Immunol. 149: 3903-3913; Barbas et al.., 1994 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 3809-13; Patente Estadounidense N°
5.792.456.

También se pueden alterar las funciones efectoras por mutagénesis dirigida a sitio. Véanse, v.g., Duncan et al., 1988
Nature 332: 563-64; Morgan et al., 1995 Immunology 86: 319-24; Eghtedarzedeh-Kondri et al., 1997 Biotechniques
23: 830-34. Por ejemplo, una mutacion del sitio de glicosilacion sobre la porcion Fc de la inmunoglobulina puede
alterar la capacidad de la inmunoglobulina para fijar el complemento. Véase, v.g., Wright et al., 1997 Trends
Biotechnol. 15: 26-32. Otras mutaciones en los dominios de regién constante pueden alterar la capacidad de la
inmunoglobulina para fijar el complemento o para llevar a efecto la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos.
Véanse, v.g., Duncan et al., 1988 Nature 332: 563-64; Morgan et al., 1995 Immunology 86: 319-24; Sensel et al.,
1997 Mol. Immunol. 34: 1019-29.

También se hace referencia a regiones variables de cadena pesada y de cadena ligera no humanas, humanas o
humanizadas de cualquiera de las moléculas de |g aqui descritas, que pueden estar construidas como fragmentos
polipeptidicos Fv de una sola cadena (scFv) (anticuerpos de una sola cadena). Véanse, v.g., Bird et al., 1988
Science 242: 423-426; Huston et al., 1988 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879-5883. Se pueden generar proteinas
de fusion scFv multifuncionales uniendo una secuencia polinucleotidica codificante de un polipéptido scFv en marco
con al menos una secuencia polinucleotidica codificante de cualquiera de una variedad de proteinas efectoras
conocidas. Estos métodos son conocidos en la técnica y se desvelan, por ejemplo, en EP-B1-0.318,554, Patente
Estadounidense N° 5.132.405, Patente Estadounidense N° 5.091.513 y Patente Estadounidense N° 5.476.786. A
modo de ejemplo, como proteinas efectoras se pueden incluir secuencias de region constante de inmunoglobulinas.
Véase, v.g., Hollenbaugh ef al., 1995 J. Immunol. Methods 188: 1-7. Son otros ejemplos de proteinas efectoras las
enzimas. Como ejemplo no limitativo, dicha enzima puede aportar una actividad biolégica con fines terapéuticos
(véase, v.g., Siemers et al., 1997 Bioconjug. Chem. 8: 510-19), o puede aportar una actividad detectable, tal como la
conversién catalizada con peroxidasa de rabano picante de cualquiera de una serie de substratos bien conocidos en
un producto detectable, para usos diagnésticos. Otros ejemplos mas de proteinas de fusién scFv incluyen fusiones
Ig-toxina, o inmunotoxinas, donde el polipéptido scFv se une a una toxina.

El scFv o cualquier fragmento de anticuerpo aqui descrito puede ser fusionado a dominios peptidicos o
polipeptidicos que permitan la deteccidon de union especifica entre la proteina de fusion y el antigeno (v.g., una
proteina de unién a TGF-beta). Por ejemplo, el dominio de polipéptido de fusién puede ser un polipéptido marcador
de afinidad para detectar la unién de la proteina de fusién scFv a una proteina de unién a TGF-beta por cualquiera
de una variedad de técnicas con las que estaran familiarizados los expertos en la materia. Como ejemplos de un
marcador peptidico, se incluyen avidina, estreptavidina o His (v.g., polihistidina). Las técnicas de deteccion pueden
también incluir, por ejemplo, la unién de una proteina de fusién de avidina o estreptavidina a biotina o a una
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secuencia mimética de la biotina (véanse, v.g., Luo et al., 1998 J. Biotechnol. 65: 225 y las referencias alli citadas),
la modificacion covalente directa de una proteina de fusiéon con un resto detectable (v.g., un resto de marcaje), la
unién no covalente de la proteina de fusion a una molécula indicadora marcada especifica, la modificacion
enzimatica de un substrato detectable por una proteina de fusion que incluye una porciéon que tiene actividad
enzimatica, o la inmovilizacion (covalente o no covalente) de la proteina de fusion sobre un soporte de fase sélida.
Otros polipéptidos de afinidad utiles para la construccion de proteinas de fusion scFv pueden incluir proteinas de
fusion de estreptavidina, como se desvela, por ejemplo, en WO 89/03422, U.S. 5.489.528, U.S. 5.672.691, WO
93/24631, U.S. 5.168.049, U.S. 5.272.254; proteinas de fusion de avidina (véase, v.g., EP 511.747); una enzima, tal
como la glutation-S-transferasa; y polipéptido de proteina A de Staphylococcus aureus.

Los polinucledtidos codificantes de un anticuerpo o fragmento del mismo que se unen especificamente a una
proteina de unién a TGF-beta, como aqui se describe, pueden ser propagados y expresados segun cualquiera de
una variedad de procedimientos bien conocidos para la escision, ligadura, transformacion y transfeccion de acidos
nucleicos usando cualquier nimero de vectores de expresion conocidos. Asi, en ciertas realizaciones, se puede
preferir la expresion de un fragmento de anticuerpo en un huésped procariotico, tal como Escherichia coli (véase,
v.g., Pluckthun et al., 1989 Methods Enzymol. 178: 497-515). En otras ciertas realizaciones, se puede preferir la
expresion del anticuerpo o de un fragmento del mismo en una célula huésped eucaridtica, incluyendo levaduras
(v.g., Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe y Pichia pastoris), células de animales (incluyendo
células de mamiferos) o células vegetales. Como ejemplos de células de animales adecuadas, se incluyen, aunque
sin limitacion, células de mieloma (tales como una linea NSO de ratén), COS, CHO o de hibridoma. Como ejemplos
de células vegetales, se incluyen células de tabaco, de maiz, de soja y de arroz.

Se pueden preparar uno o mas vectores de expresion replicables que contengan ADN codificante de una region
variable y/o constante y usarlos para transformar una linea celular apropiada, por ejemplo, una linea de células de
mieloma no productora, tal como una linea NSO de ratén, o una bacteria, tal como E. coli, en donde tendra lugar la
produccion del anticuerpo. Con objeto de obtener una transcripcion y una traduccion eficientes, la secuencia de ADN
en cada vector deberia incluir secuencias reguladoras apropiadas, en particular una secuencia promotora y lider
operativamente unida a la secuencia de dominio variable. Los métodos particulares para producir anticuerpos de
esta forma son generalmente bien conocidos y se utilizan de manera rutinaria. Por ejemplo, se describen
procedimientos basicos de biologia molecular por Maniatis et al. (Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 22 ed.,
Cold Spring Harbor Laboratory, New York, 1989; véase también Maniatis et al., 32 ed., Cold Spring Harbor
Laboratory, New York, (2001)). Se puede realizar la secuenciacion del ADN como describen Sanger et al. (PNAS 74:
5463, (1977)) y en el manual de secuenciaciéon de Amersham International plc, y se puede llevar a cabo una
mutagénesis dirigida a sitio segin métodos conocidos en la técnica (Kramer et al., Nucleic Acids Res. 12: 9441,
(1984); Kunkel Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 488-92 (1985); Kunkel et al., Methods in Enzymol. 154: 367-82 (1987);
el manual de Anglian Biotechnology Ltd.). Adicionalmente, numerosas publicaciones describen técnicas adecuadas
para la preparacion de anticuerpos por manipulacion de ADN, creacion de vectores de expresion y transformacion
de células apropiadas (Mountain A y Adair, J R, en Biotechnology and Genetic Engineering Reviews (ed. Tombs, M
P, 10, Capitulo 1, 1992, Intercept, Andover, UK); Memoria Descriptiva de la Patente Internacional N° WO 91/09967).

En ciertas realizaciones, el anticuerpo segun la invencion puede tener una o mas moléculas efectoras o indicadoras
unidas al mismo. Una molécula indicadora puede ser un resto o marcaje detectable, tal como una enzima, un agente
citotoxico u otra molécula indicadora, incluyendo un colorante, un radiondclido, un grupo luminiscente, un grupo
fluorescente o biotina, o similares. La inmunoglobulina especifica para la proteina de unién a TGF-beta o fragmento
de la misma puede estar radiomarcada para aplicaciones diagndsticas o terapéuticas. Las técnicas para el
radiomarcaje de anticuerpos son conocidas en este campo. Véanse, v.g., Adams 1998 In Vivo 12: 11-21; Hiltunen
1993 Acta Oncol. 32: 831-9. Se describen aplicaciones terapéuticas con mas detalle a continuacion, y éstas pueden
incluir el uso del anticuerpo especifico para la proteina de unién a TGF-beta (o fragmento del mismo) conjuntamente
con otros agentes terapéuticos. Las moléculas efectoras o indicadoras pueden unirse al anticuerpo a través de
cualquier cadena lateral de aminoacidos disponible, aminoacido terminal o grupo funcional carbohidrato localizado
en el anticuerpo, siempre que la union o el proceso de union no tenga efectos adversos sobre las propiedades de
union, de tal forma que se anule la utilidad de la molécula. Como grupos funcionales particulares, se incluyen, por
ejemplo cualquier grupo amino, imino, tiol, hidroxilo, carboxilo o aldehido libre. Se puede conseguir la unién del
anticuerpo y la(s) molécula(s) efectora(s) y/o indicadora(s) mediante tales grupos y un grupo funcional apropiado en
la molécula efectora o indicadora. La union puede ser directa o indirecta a través de grupos espaciadores o puente.

Como moléculas efectoras, se incluyen, por ejemplo, agentes antineoplasicos, toxinas (tales como toxinas
enzimaticamente activas de origen bacteriano (tales como la exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa) o vegetal y
sus fragmentos (v.g., ricina y sus fragmentos, gelonina vegetal, briodina de Bryonia dioica o similares. Véanse, v.g.,
Thrush et al., 1996 Annu. Rev. Immunol. 14: 49-71; Frankel et al., 1996 Cancer Res. 56: 926-32). Como moléculas
efectoras adicionales, se incluyen proteinas biolégicamente activas (por ejemplo, enzimas), acidos nucleicos y sus
fragmentos, polimeros naturales y sintéticos, por ejemplo, polisacaridos y polimeros de polialquileno, tales como
poli(etilenglicol) y sus derivados, radionuclidos, en particular radioyoduro, y metales quelados. Como grupos
indicadores adecuados, se incluyen metales quelados, compuestos fluorescentes o compuestos que pueden ser
detectados por RMN o espectroscopia ESR. Son grupos efectores particularmente utiles la calicamicina y sus
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derivados (véanse, por ejemplo, las Memorias Descriptivas de las Patentes Sudafricanas N° 85/8794, N° 88/8127 y
N° 90/2839).

Otras muchas toxinas, incluyendo agentes quimioterapéuticos, agentes antimitéticos, antibiéticos, inductores de la
apoptosis (o0 "apoptogenos”, véase, v.g., Green y Reed, 1998, Science 281: 1309-1312) o similares, son conocidas
para quienes estan familiarizados con la técnica, y los ejemplos aqui proporcionados pretenden ser ilustrativos sin
limitar el alcance y el espiritu de la invencion. Como agentes antineoplasicos particulares, se incluyen agentes
citotoxicos y citostaticos, por ejemplo agentes alquilantes, tales como mostazas nitrogenadas (v.g., clorambucilo,
melfalan, mecloretamina, ciclofosfamida o mostaza de wuracilo) y sus derivados, trietilenfosforamida,
trietilentiofosforamida, busulfan o cisplatina; antimetabolitos, tales como metotrexato, fluorouracilo, floxuridina,
citarabina, mercaptopurina, tioguanina, acido fluoroacético o acido fluorocitrico, antibiéticos, tales como bleomicinas
(v.g., sulfato de bleomicina), doxorrubicina, daunorrubicina, mitomicinas (v.g., mitomicina C), actinomicinas (v.g.,
dactinomicina), plicamicina, calicamicina y sus derivados o esperamicina y sus derivados; inhibidores mitoticos, tales
como etopdsido, vincristina o vinblastina y sus derivados; alcaloides, tales como elipticina; polioles, tales como
taxicina-l o taxicina-Il; hormonas, tales como andrégenos (v.g., dromostanolona o testolactona), progestinas (v.g.,
acetato de megestrol o acetato de medroxiprogesterona), estrégenos (v.g., difosfato de dimetilestilbestrol, fosfato de
poliestradiol o fosfato de estramustina) o antiestrogenos (v.g., tamoxifén); antraquinonas, tales como mitoxantrona;
ureas, tales como hidroxiurea; hidrazinas, tales como procarbazina; o imidazoles, tales como dacarbazina.

Como metales quelados utiles como moléculas efectoras, se incluyen quelatos de metales di- o tripositivos que
tienen un ndmero de coordinacién de 2 a 8 inclusive. Como ejemplos particulares de dichos metales, se incluyen
tecnecio (Tc), renio (Re), cobalto (Co), cobre (Cu), oro (Au), plata (Ag), plomo (Pb), bismuto (Bi), indio (In), galio
(Ga), itrio (Y), terbio (Tb), gadolinio (Gd) y escandlo gSc) En general eI metal es preferlblemente un radionuclido.
Como radionuclidos particulares, se |ncIu¥ 8Co, ®Co, *’Cu, “Au, ""°Ag, 2°°Pb, 2°Bj,
27gj, "Mn, *’Ga, ®Ga, By, 2, %°Tp, ™Gd y 47Sc EI metal quelado puede ser, por eJempIo uno de los tipos
anteriores de metales quelados con cualquier agente quelante polidentado adecuado, por ejemplo, poliaminas
aciclicas o ciclicas, poliéteres (v.g., éteres corona y sus derivados), poliamidas; porfirinas; y derivados carbociclicos.
En general, el tipo de agente quelante dependera del metal utilizado. Un grupo particularmente util de agentes
quelantes en los conjugados segun la invencion, sin embargo, incluyen poliaminas aciclicas y ciclicas,
especialmente acidos poliaminocarboxilicos, por ejemplo, acido dietilentriaminopentaacético y sus derivados, y
aminas macrociclicas, v.g., derivados triaza y tetraaza ciclicos (por ejemplo, como se describe en la Memoria
Descriptiva de la Patente Internacional N° WO 92/22583); y poliamidas, especialmente desferrioxamina y sus
derivados.

Cuando se usa un grupo tiol en el anticuerpo como punto de unién, la molécula efectora puede unirse segun una
reaccion que se produce con un grupo reactivo a tiol presente en la molécula efectora o indicadora. Como ejemplos
de tales grupos, se incluyen un acido o éster a-halocarboxilico, tal como yodoacetamida, una imida, tal como
maleimida, una vinilsulfona o un disulfuro. Estos y otros procedimientos adecuados de unién estan descritos en
general y mas en particular en las Memorias Descriptivas de las Patentes Internacionales N° WO 93/06231, N° WO
92/22583, N° WO 90/091195 y N° WO 89/01476.

Se puede usar un anticuerpo que se une especificamente a SOST para detectar la expresion del polipéptido SOST.
Se puede exponer un anticuerpo o un panel de anticuerpos a células que expresan un polipéptido SOST y se puede
determinar la expresion del polipéptido SOST por deteccidn usando otro anticuerpo especifico de SOST que se une
a un epitopo diferente que el anticuerpo o anticuerpos primeramente usados en el ensayo.

Ensayos

La presente invencién proporciona un método para identificar un anticuerpo que aumenta el contenido mineral del
hueso consistente en: (a) poner en contacto (i) un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido SOST
que comprende una secuencia de aminoacidos expuesta en cualquiera de la SEC. ID. N° 1 con (ii) al menos un
péptido SOST segun se define en la invencién en condiciones y durante un tiempo suficientes para permitir la
formacion de un complejo anticuerpo/péptido SOST; y (b) detectar el nivel de complejo anticuerpo/péptido SOST, y
asi detectar la presencia de un anticuerpo que aumenta el contenido mineral del hueso.

El método puede ser llevado a cabo usando SPR o cualquier nimero de diferentes inmunoensayos conocidos en la
técnica y aqui desvelados, incluyendo un ELISA, inmunotransferencia o similar. Una ruta de sefalizacion TGF-beta
incluye una ruta de sefalizacion mediante la cual una BMP se une a un receptor de tipo | y de tipo Il en una célula
para estimular o inducir la ruta que modula el contenido mineral del hueso. En ciertas realizaciones preferidas de la
invencion, un anticuerpo que se une especificamente a SOST estimula o potencia la ruta para aumentar el contenido
mineral del hueso. Dicho anticuerpo puede ser identificado usando los métodos aqui desvelados para detectar la
unién de un anticuerpo a péptidos especificos SOST.
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Marcajes detectables

Un marcaje detectable es una molécula o un atomo que puede conjugarse a un polipéptido (incluyendo un
anticuerpo o fragmento del mismo) o un polinucleétido para producir una molécula util para diagnéstico. Como
ejemplos de marcajes detectables, se incluyen quelantes, agentes fotoactivos, radioisétopos, agentes fluorescentes,
iones paramagnéticos, enzimas y otros restos marcadores. Un anticuerpo puede ser marcado con una variedad de
compuestos, incluyendo, por ejemplo, moléculas fluorescentes, toxinas y radionuclidos. Como ejemplos
representativos de moléculas fluorescentes, se incluyen fluoresceina, ficobiliproteinas, tales como ficoeritrina,
rodamina, rojo Texas y luciferasa. Como ejemplos representativos de toxinas, se incluyen ricina, abrina, toxina
diftérica, toxina del colera, gelonina, proteina antivirica de fitolaca, tritina, toxina de Shigella y exotoxina A de
Pseudomonas. Como ejemplos representativos de radionuclidos, se incluyen Cu-64, Ga-67, Ga-68, Zr-89, Ru-97,
Tc-99m, Rh-105, Pd-109, In-111, 1-123, |- 125, -131, Re-186, Re-188, Au-198, Au-199, Pb-203, At-211, Pb-212 y Bi-
212. Ademas, los anticuerpos antes descritos pueden ser también marcados o conjugados con un compafiero de
una pareja de unién a ligando. Como ejemplos representativos, se incluyen avidina-biotina, estreptavidina-biotina y
riboflavina-proteina de unién a riboflavina.

Los métodos para conjugar o marcar las moléculas aqui descritas con los marcajes representativos indicados
anteriormente pueden ser facilmente llevados a cabo por alguien con conocimientos ordinarios en la técnica (véanse
Conjugado de Tricoteceno y Anticuerpo, Patente Estadounidense N° 4.744.981; Conjugado de Anticuerpo, Patente
Estadounidense N° 5.106.951; Materiales Fluorogénicos y Técnicas de Marcaje, Patente Estadounidense N°
4.018.884; Proteinas Marcadas con Radionuclidos Metalicos para Diagnostico y Terapia, Patente Estadounidense N°
4.897.255; y Compuestos Quelantes Radionuclidos Metalicos para una Mejor Cinética de Quelacion, Patente
Estadounidense N° 4.988.496; véase también Inman, Methods In Enzymology, Vol. 34, Affinity Techniques, Enzyme
Purification: Parte B, Jakoby y Wilchek (eds.), Academic Press, New York, p. 30, 1974; véase también Wilchek y
Bayer, "The Avidin-Biotin Complex in Bioanalytical Applications", Anal. Biochem. 171: 1-32, 1988). Un
inmunoconjugado es una composicién que comprende un anticuerpo, tal como un anticuerpo anti-proteina de unién
a TGF-beta, o un fragmento de anticuerpo del mismo, y un marcaje detectable. Preferiblemente, el resto de
anticuerpo del inmunoconjugado se une especificamente a su antigeno relacionado con la misma o ligeramente
reducida afinidad de unién después de la conjugacion que antes de la conjugacion.

Composiciones farmacéuticas

Como se ha indicado anteriormente, la presente invencion también proporciona una composicion farmacéutica
consistente en un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la invencién y un soporte fisiol6gicamente
aceptable. Se puede emplear cualquier soporte adecuado conocido para quienes tienen conocimientos ordinarios en
la técnica en las composiciones farmacéuticas de la presente invencién. Los soportes para uso terapéutico son bien
conocidos y se describen, por ejemplo, en Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co. (A.R.
Gennaro ed. (1985)). En general, dichos soportes deben ser no toxicos para los receptores a las dosificaciones y
concentraciones empleadas. Normalmente, la preparacion de dichas composiciones conlleva la combinacion del
agente terapéutico con tampones; antioxidantes, tales como el acido ascorbico; polipéptidos de bajo peso molecular
(menos de aproximadamente 10 residuos); proteinas; aminoacidos; carbohidratos, incluyendo maltosa, glucosa,
sacarosa o dextrinas; agentes quelantes, tales como el EDTA; glutation; y otros estabilizadores y excipientes. La
solucion salina tamponada neutra o la solucidon salina mezclada con seroalbumina inespecifica son ejemplos de
diluyentes. De manera alternativa, las composiciones de la presente invencién pueden ser formuladas como un
liofilizado.

En general, el tipo de soporte es seleccionado en base al modo de administracién. Se pueden formular
composiciones farmacéuticas para cualquier modo apropiado de administracion, incluyendo, por ejemplo, la
administracion topica, oral, nasal, intratecal, rectal, vaginal, sublingual o parenteral, incluyendo la inyecciéon o
infusion subcutanea, intravenosa, intramuscular, intraesternal, intracavernosa, intrameato o intrauretral. Una
composicion farmacéutica (v.g., para administracion oral o administracion por inyeccion) puede estar en forma de
liquido (v.g., un elixir, un jarabe, una solucién, una emulsidon o una suspension). Una composicion farmacéutica
liquida puede incluir, por ejemplo, uno o mas de los siguientes: diluyentes estériles, tales como agua para inyeccion,
solucion salina, preferiblemente suero fisioldgico, solucion de Ringer, cloruro de sodio isotonico, aceites fijados, que
pueden servir como solvente o medio de suspension, polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros solventes;
agentes antibacterianos; antioxidantes; agentes quelantes; tampones, tales como acetatos, citratos o fosfatos, y
agentes para el ajuste de la tonicidad, tales como cloruro de sodio o dextrosa. Se puede introducir una preparacion
parenteral en ampollas, jeringas desechables o viales de multiples dosis hechos de vidrio o de plastico. Se prefiere
el uso de suero fisiolégico, y una composicion farmacéutica inyectable es preferiblemente estéril.

Las composiciones aqui descritas pueden ser formuladas para liberacién mantenida (es decir, una formulacion tal
como una capsula o una esponja que efectia una liberaciéon lenta de compuesto tras su administracion). Dichas
composiciones pueden ser generalmente preparadas usando tecnologia bien conocida y administradas mediante,
por ejemplo, implantacién oral, rectal o subcutanea, o mediante implantacion en el sitio diana deseado. Las
formulaciones para liberacién mantenida pueden contener un agente disperso en una matriz de soporte y/o
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contenido en un reservorio rodeado por una membrana controladora de la velocidad. Los soportes para uso en
dichas formulaciones son biocompatibles, y pueden también ser biodegradables; preferiblemente, la formulacion
proporciona un nivel relativamente constante de liberacién del principio activo. La cantidad de compuesto activo
contenida en una formulacién de liberacion mantenida depende del sitio de implantacion, de la velocidad y la
duracién esperada de la liberacion y de la naturaleza de la afeccion que haya de ser tratada o prevenida. Como
soportes ilustrativos Utiles en este sentido, se incluyen microparticulas de poli(lactida-co-glicolida), poliacrilato, latex,
almidon, celulosa, dextrano y similares. Otros soportes ilustrativos de liberacién mantenida incluyen biovectores
supramoleculares, que tienen un nucleo hidrofilico no liquido (v.g., un polisacarido u oligosacarido entrecruzado) vy,
eventualmente, una capa externa que incluye un compuesto anfifilico, tal como un fosfolipido (véanse, v.g., la
Patente Estadounidense N° 5.151.254 y las solicitudes PCT WO 94/20078, WO/94/23701 y WO 96/06638).

En otra realizacion ilustrativa, se emplean microesferas biodegradables (v.g., polilactato poliglicolato) como soportes
para las composiciones de esta invencion. Se desvelan microesferas biodegradables adecuadas, por ejemplo, en las
Patentes Estadounidenses N° 4.897.268, N° 5.075.109, N° 5.928.647, N° 5.811.128, N° 5.820.883, N° 5.853.763, N°
5.814.344, N° 5.407.609 y N° 5.942.252. Los sistemas de soporte de proteina del ndcleo de la hepatitis B
modificada, tal como se describe en WO/99 40934 y en las referencias alli citadas, seran también utiles para muchas
aplicaciones. Otro sistema de soporte/suministro ilustrativo emplea un soporte que comprende complejos de
particulados-proteinas, como los descritos en la Patente Estadounidense N° 5.928.647, que son capaces de inducir
una respuesta de linfocitos T citotdxicos restringida a la clase | en un huésped.

En otra realizacion ilustrativa, se emplean particulas de nucleo de fosfato de calcio como soportes o0 como matrices
de liberacion controlada para las composiciones de esta invencion. Se desvelan ejemplos de particulas de fosfato de
calcio, por ejemplo, en la solicitud de patente publicada N° WO/0046147.

El desarrollo de regimenes adecuados de dosificacion y tratamiento para usar las composiciones particulares aqui
descritas en una variedad de regimenes de tratamiento, incluyendo, v.g., la administracion y formulacion oral,
parenteral, intravenosa, intranasal e intramuscular, es bien conocido en la técnica, y se discuten mas adelante
algunos casos brevemente con fines generales de ilustracion.

En ciertas aplicaciones, las composiciones farmacéuticas aqui desveladas pueden ser suministradas por
administracion oral a un animal. Como tales, estas composiciones pueden ser formuladas con un diluyente inerte o
con un soporte comestible asimilable, o pueden ir encerradas en capsulas de gelatina de corteza dura o blanda, o
pueden ser comprimidas en tabletas, o pueden ser incorporadas directamente al alimento de la dieta.

En ciertas circunstancias, sera deseable suministrar las composiciones farmacéuticas aqui desveladas parenteral,
intravenosa, intramuscular o incluso intraperitonealmente. Dichos enfoques son bien conocidos para el experto en la
materia, y algunos de ellos se describen mas ampliamente, por ejemplo, en la Patente Estadounidense N°
5.543.158, en la Patente Estadounidense N° 5.641.515 y en la Patente Estadounidense N° 5.399.363. En ciertas
realizaciones, se pueden preparar soluciones de los compuestos activos como base libre o como sales
farmacologicamente aceptables en agua adecuadamente mezclada con un surfactante, tal como
hidroxipropilcelulosa. También se pueden preparar dispersiones en glicerol, polietilenglicoles liquidos y sus mezclas
y en aceites. En condiciones ordinarias de almacenamiento y uso, estas preparaciones contendran generalmente un
conservante para evitar el crecimiento de microorganismos.

Como formas farmacéuticas ilustrativas adecuadas para uso inyectable, se incluyen soluciones o dispersiones
acuosas estériles y polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables
estériles (por ejemplo, véase la Patente Estadounidense N° 5.466.468). En todos los casos, la forma debe ser estéril
y debe ser fluida hasta el punto de que exista una facil dispensabilidad mediante jeringa. Debe ser estable en las
condiciones de fabricacion y almacenamiento y debe preservarse frente a la accion contaminante de los
microorganismos, tales como bacterias y hongos. El soporte puede ser un solvente o un medio de dispersion que
contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (v.g., glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido y similares), mezclas
adecuadas de éstos y/o aceites vegetales. Se puede mantener una fluidez apropiada, por ejemplo, mediante el uso
de un revestimiento, tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de
una dispersion y/o mediante el uso de surfactantes. Se puede facilitar la prevencion de la accion de los
microorganismos mediante diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenes, clorobutanol,
fenol, acido sorbico, timerosal y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo,
azucares o cloruro de sodio. Se puede conseguir una absorcidon prolongada de las composiciones inyectables
gracias a la utilizacién en las composiciones de agentes que retrasan la absorcion, por ejemplo, monoestearato de
aluminio y gelatina.

En una realizacién, para la administracién parenteral en una solucién acuosa, se debe tamponar la solucion
adecuadamente, si es necesario, y se debe hacer primeramente que el diluyente liquido sea isoténico con suficiente
solucion salina o glucosa. Estas soluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para administracion
intravenosa, intramuscular, subcutanea e intraperitoneal. En este sentido, un medio acuoso estéril que pueda ser
empleado sera conocido para los expertos en la técnica a la luz de la presente divulgacion. Por ejemplo, se puede
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disolver una dosificacion en 1 ml de solucion isoténica de NaCl y o bien afadirla a 1.000 ml de fluido de
hipodermoclisis, o bien inyectarla en el sitio propuesto de infusion (véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 152 ed., pp. 1035-1038 y 1570-1580). Se producira necesariamente alguna variaciéon en la dosificacion
dependiendo de la afeccion del sujeto que se esté tratando. Ademas, para administracion humana, las
preparaciones por supuesto cumpliran preferiblemente con las normas de esterilidad, pirogenicidad y las generales
de seguridad y pureza requeridas por la FDA Office of Biologics Standards.

En otra realizacién de la invencion, las composiciones aqui desveladas pueden ser formuladas en forma neutra o de
sal. Como sales farmacéuticamente aceptables ilustrativas, se incluyen las sales de adicién de acido (formadas con
los grupos amino libres de la proteina) y que se forman con acidos inorganicos, tales como, por ejemplo, los acidos
clorhidrico o fosférico, o acidos organicos tales como acético, oxalico, tartarico, mandélico y similares. Las sales
formadas con los grupos carboxilo libres pueden derivar también de bases inorganicas, tales como, por ejemplo,
hidréxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o férrico, y bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina,
histidina, procaina y similares. Al realizar la formulacién, las soluciones seran administradas de un modo compatible
con la formulacion de dosificacion y en una cantidad que sea terapéuticamente efectiva.

Los soportes pueden ademas incluir todos y cada uno de solventes, medios de dispersion, vehiculos, revestimientos,
diluyentes, agentes antibacterianos y antifungicos, agentes isoténicos y retardadores de la absorcion, tampones,
soluciones de soporte, suspensiones, coloides y similares. El uso de dichos medios y agentes para principios activos
farmacéuticos es bien conocido en la técnica. Excepto en el caso de que cualquier medio o agente convencional sea
incompatible con el principio activo, se contempla su uso en las composiciones terapéuticas. También se pueden
incorporar principios activos adicionales a las composiciones. La expresion "farmacéuticamente aceptable” se refiere
a entidades moleculares y composiciones que no producen una reaccion indeseada alérgica o similar cuando se
administran a un humano.

En ciertas realizaciones, se usan liposomas, nanocapsulas, microparticulas, particulas lipidicas, vesiculas y
similares para la introduccién de las composiciones de la presente invenciéon en células/organismos huésped
adecuados. En particular, las composiciones de la presente invencién pueden ser formuladas para suministro
encapsuladas en una particula lipidica, un liposoma, una vesicula, una nanoesfera o una nanoparticula o similar. De
manera alternativa, las composiciones de la presente invencién pueden ser unidas, covalente o no covalentemente,
a la superficie de dichos vehiculos de soporte.

La formacion y el uso de preparaciones de liposomas y de tipo liposoma como soportes potenciales de farmacos son
generalmente conocidos para los expertos en la técnica (véanse, por ejemplo, Lasic, Trends Biotechnol. 16(7): 307-
21, 1998; Takakura, Nippon Rinsho 56(3): 691-95, 1998; Chandran et al., Indian J. Exp. Biol. 35(8): 801-09, 1997;
Margalit, Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst. 12(2-3): 233-61, 1995; Patente Estadounidense N° 5.567.434; Patente
Estadounidense N° 5.552.157; Patente Estadounidense N° 5.565.213; Patente Estadounidense N° 5.738.868 y
Patente Estadounidense N° 5.795.587). Se han usado liposomas con éxito con una serie de tipos celulares que
normalmente son dificiles de transfectar por otros procedimientos, incluyendo suspensiones de células T, cultivos de
hepatocitos primarios y células PC 12 (Renneisen et al., J. Biol. Chem. 265(27): 16337-42, 1990; Muller et al., DNA
Cell Biol. 9(3): 221-29, 1990). Ademas, los liposomas estan libres de las restricciones de longitud del ADN tipicas de
los sistemas de suministro basados en virus. Se han usado liposomas eficazmente para introducir genes, diversos
farmacos, agentes radioterapéuticos, enzimas, virus, factores de transcripcion, efectores alostéricos y similares en
una variedad de lineas celulares cultivadas y animales. Ademas, el uso de liposomas no parece ir asociado a
respuestas autoinmunes o a toxicidad inaceptable tras su suministro sistémico. En ciertas realizaciones, los
liposomas se forman a partir de fosfolipidos que estan dispersos en un medio acuoso y que forman
espontaneamente vesiculas bicapa concéntricas multilamelares (también llamadas vesiculas multilamelares (VML).

De manera alternativa, en otras realizaciones, la invencién proporciona formulaciones de nanocapsulas
farmacéuticamente aceptables de las composiciones de la presente invencién. Las nanocapsulas pueden
generalmente atrapar compuestos de una forma estable y reproducible (véase, por ejemplo, Quintanar-Guerrero et
al., Drug Dev. Ind. Pharm. 24(12): 1113-28, 1998). Para evitar efectos colaterales debidos a sobrecarga polimérica
intracelular, dichas particulas ultrafinas (de un tamafio de alrededor de 0,1 um) pueden ser disefiadas usando
polimeros capaces de degradarse in vivo. Dichas particulas pueden ser producidas como se describe, por ejemplo,
en Couvreur et al., Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst. 5(1): 1-20, 1988; zur Muhlen et al., Eur. J. Pharm. Biopharm.
45(2): 149-55, 1998; Zambaux et al., J. Controlled Release 50(1-3): 31-40, 1998; y Patente Estadounidense N°
5.145.684.

Ademas, las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden ser introducidas en recipientes, junto
con material de envasado que proporcione instrucciones relativas al uso de dichas composiciones farmacéuticas. En
general, dichas instrucciones incluiran una expresion tangible que describa la concentracién de reactivo, asi como,
en ciertas realizaciones, las cantidades relativas de excipiente, ingredientes o diluyentes (v.g., agua, solucion salina
o PBS) que pueden ser necesarias para reconstituir la composicion farmacéutica.
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Tratamiento

La presente invencion también proporciona anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de la invencion para uso
en métodos para aumentar el contenido mineral y la densidad mineral del hueso. Brevemente, numerosas
afecciones dan como resultado la pérdida de contenido mineral 6seo, incluyendo, por ejemplo, enfermedad,
predisposiciéon genética, accidentes que dan lugar a la falta de uso del hueso (v.g., debido a fracturas), agentes
terapéuticos que afectan a la resorcion 6sea o que matan a las células formadoras de hueso y envejecimiento
normal. A través del uso de los anticuerpos y de los fragmentos de unién a antigeno aqui descritos que inhiben la
unién de la proteina de unién a TGF-beta a un miembro de la familia TGF-beta, dichas afecciones pueden ser
tratadas o prevenidas. Tal como se usa aqui, se entiende que ese contenido mineral éseo ha aumentado si el
contenido mineral 6seo ha aumentado de un modo estadisticamente significativo en un sitio seleccionado.

Se puede tratar una amplia variedad de afecciones que dan como resultado pérdida del contenido mineral del hueso
con las moléculas aqui descritas. Los pacientes con dichas afecciones pueden ser identificados por diagndstico
clinico usando técnicas bien conocidas (véase, v.g., Harrison’s Principles of Internal Medicine, McGraw-Hill, Inc.).
Como ejemplos representativos de enfermedades que pueden ser tratadas, se incluyen displasias, donde el
crecimiento o el desarrollo del hueso es anormal. Como ejemplos representativos de dichas afecciones, se incluyen
acondroplasia, disostosis cleidocraneal, encondromatosis, displasia fibrosa, enfermedad de Gaucher, raquitismo
hipofosfatémico, sindrome de Marfan, exostosis multiples hereditarias, neurofibromatosis, osteogénesis imperfecta,
osteopetrosis, osteopoiquilosis, lesiones esclerdticas, fracturas, enfermedad periodontal, pseudoartrosis y
osteomielitis piogénica.

Otras afecciones que pueden ser tratadas o prevenidas incluyen una amplia variedad de causas de osteopenia (es
decir, una afeccién que causa mas de una desviacion estandar del contenido o la densidad mineral del hueso por
debajo del pico de contenido mineral esquelético en la juventud). Como ejemplos representativos de dichas
afecciones, se incluyen estados anémicos, afecciones causadas por esteroides, afecciones causadas por la
heparina, trastornos de la médula 6sea, escorbuto, malnutricién, deficiencia de calcio, osteoporosis idiopatica,
osteopenia u osteoporosis congénita, alcoholismo, enfermedad hepatica crénica, senilidad, estado posmenopausico,
oligomenorrea, amenorrea, gestacion, diabetes mellitus, hipertiroidismo, enfermedad de Cushing, acromegalia,
hipogonadismo, inmovilizacién o mal uso, sindrome de distrofia simpatica refleja, osteoporosis regional transitoria y
osteomalacia.

Como ejemplos de animales de sangre caliente que pueden ser tratados, se incluyen tanto vertebrados como
mamiferos, incluyendo, por ejemplo, humanos, caballos, vacas, cerdos, ovejas, perros, gatos, ratas y ratones.

Se puede determinar el aumento en el contenido mineral del hueso directamente mediante el uso de rayos X (v.g.,
Absorciometria de rayos X de Energia Dual o "DEXA"), o por inferencia a través de marcadores de la renovacion
Osea, tales como fosfatasa alcalina especifica de osteoblastos, osteocalcina, propéptido de procolageno C' de tipo 1
(PICP) y fosfatasa alcalina total (véase Comier, Curr. Opin. in Rheu. 7: 243 (1995)), o por marcadores de resorcion
6sea, incluyendo, aunque sin limitacién, piridinolina, desoxipiriridinolina, N-telopéptido, hidroxiprolina urinaria,
fosfatasas acidas resistentes a tartrato plasmaticas y galactosilhidroxilisina (véase Comier, id.). También se puede
calcular la cantidad de masa dsea por los pesos corporales o utilizando otros métodos (véase Guinness-Hey, Metab.
Bone Dis. Relat. Res. 5: 177-181, 1984).

Como resultara evidente para un experto en la técnica, la cantidad y la frecuencia de administracion dependeran, por
supuesto, de factores tales como la naturaleza y la severidad de la indicacién que se esté tratando, la respuesta
deseada, el estado del paciente, etc. Tipicamente, las composiciones pueden ser administradas por una variedad de
técnicas, como se ha indicado anteriormente.

Se ofrecen los siguientes ejemplos a modo de ilustracion y no de limitacion.

Ejemplos

Ejemplo 1

Modelado de la region central de la esclerostina

Las técnicas de reconocimiento de homologia (v.g., PSI-BLAST (Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25: 3389-402
(1997)), FUGUE (Shi et al., J. Mol. Biol. 310: 243-57 (2001))) sugerian que la region central de SOST (SOST_Core)
adopta un pliegue de nudo de cistina. FUGUE es un método sensible para detectar homologia entre secuencias y
estructuras. La Gonadotropina Corionica Humana B (hCG-B), para la que se conoce una estructura 3D
experimentalmente determinada, fue identificada por FUGUE (Shi et al., supra) como el homdlogo mas préximo de

SOST_Core. Por lo tanto, se utilizdé hCG-p como plantilla estructural para construir modelos 3D para SOST_Core.

Se muestra una alineacion de SOST_Core y sus homdlogos préximos en la Figura 1. Entre los homdlogos
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mostrados en la alineacion, sélo hCG-p (CGHB) tenia una estructura 3D conocida. La identidad de secuencia entre
SOST_Core y hCG-f era de aproximadamente el 25%. Se conservaban ocho residuos de CYS a través de la familia,
lo que destaca la similitud estructural global entre SOST_Core y hCG-B. Tres pares de cistinas (1-5, 3-7, 4-8)
formaban enlaces disulfuro (mostrados con lineas continuas en la Figura 1) en una configuraciéon de "nudo", que es
caracteristica del pliegue de nudo de cistina. Un enlace disulfuro extra (2-6), mostrado como una linea discontinua
en la Figura 1, era Unico para esta familia y distinguia la familia de proteinas de otras familias de nudo de cistina
(v.g., TGF-3, BMP).

SOST_Core fue modelado usando PDB (Berman et al., Acta Crystallogr. D. Biol. Crystallogr. 58 (Pt 6 Pt 1): 899-907
(2002)) entrada 1HCN, la estructura 3D de hCG-B (Wu et al., Structure 2: 545-58 (1994)), como plantilla estructural.
Se calcularon los modelos con MODELER (Sali & Blundell, J. Mol. Biol. 234: 779-815 (1993)). Se muestra una foto
del mejor modelo en la Figura 2.

La mayoria de las proteinas de nudo de cistina forman dimeros debido a la falta de centro hidrofébico en un
monomero (Scheufler et al., supra; Schlunegger y Grutter, J. Mol. Biol. 231: 445-58 (1993)); Wu et al., supra). SOST
sigue probablemente la misma regla y forma un homodimero para aumentar su estabilidad. La construcciéon de un
modelo para la regién SOST_Core dimerizada presentaba varios desafios, ya que (1) la similitud de secuencia entre
SOST_Core y hCG-f era baja (25%); (2) en lugar de un homodimero, hCG-f formaba un heterodimero con hCG-a., y
(3) se ha observado una serie de diferentes conformaciones relativas de monémeros en proteinas de nudo de cistina
dimerizadas de diferentes familias (v.g., PDGF, TGF-B, Neurotrofina, IL-17F, Gonadotropina), lo que sugeria que la
conformacién dimérica de SOST podria desviarse significativamente de la conformacion de heterodimero hCG-o/p.
Al construir el modelo, se substituyé hCG-a con hCG-f de la estructura heterodimérica (1HCN) usando técnicas de
superimposicion de estructura combinadas con ajuste manual, y se construyd entonces un modelo homodimérico
SOST_Core segun la estructura pseudohomodimérica hCG-B. Se muestra el modelo final en la Figura 3.

Ejemplo 2
Modelacion de la interaccion SOST-BMP

Este ejemplo describe la modelaciéon de proteinas de los sitios de union a receptor de tipo | y tipo Il en BMP que
estan implicados en la interacciéon entre BMP y SOST.

Estudios de competencia demostraron que SOST competia con los receptores tanto de tipo | como de tipo Il por la
union a BMP. En un ensayo de competencia basado en ELISA, BMP-6 interaccionaba selectivamente con la
superficie revestida de esclerostina (300 ng/pocillo) con gran afinidad (Kp = 3,4 nM). Cantidades crecientes de
receptor IA de BMP (construccion de fusion FC) competian con la esclerostina por la union a BMP-6 (11 nM) (Clsp =
114 nM). Un exceso 10 veces molar del receptor de BMP era suficiente para reducir la unién de la esclerostina a
BMP-6 en aproximadamente un 50%. Esta competencia era también observada con una proteina de fusién receptor
Il de BMP-FC (Clsp = 36 nM) y DAN (Clso = 43 nM). La especificidad del ensayo quedé mostrada por la falta de
competencia por la unién a BMP-6 entre la esclerostina y una proteina de fusion rActivina R1B-FC, un miembro de la
familia de receptores TGF-$ que no se unia a BMP.

Se mapearon los sitios de union a receptores de tipo | y de tipo Il en un polipéptido BMP y se separaron
espacialmente (Scheufler et al., supra; Innis et al., supra; Nickel et al., supra; Hart et al. supra). Noggin, otro
antagonista de BMP que se une a BMP con gran afinidad, contacta con BMP en ambos sitios de unién a receptores
de tipo | y de tipo Il a través de la porcion N-terminal de Noggin (Groppe et al., supra). Las dos hebras 3 en la region
central proxima al extremo C también contactan con BMP en el sitio de unién a receptores de tipo Il

Una alineacion manualmente ajustada de Noggin y SOST indicaba que los dos polipéptidos compartian similitud de
secuencia entre las porciones N-terminales de las proteinas y entre las regiones centrales. Se presenta una
alineacion de secuencia de aminoacidos en la Figura 4. Los residuos de cisteina que forman el nudo cys
caracteristico estaban conservados entre Noggin y SOST. La identidad de secuencia global era del 24% vy la
identidad de secuencia en la regién de unién N-terminal (posiciones de alineacién 1-45) era del 33%. Se dijo que dos
residuos en la region de unidon N-terminal de Noggin, a saber, Leu (L) en la posicion de alineacién 21y Glu (E) en la
posicion 23, desempefiaban papeles importantes en la union a BMP (Groppe et al., supra). Ambos residuos estaban
también conservados en SOST. La similitud de secuencia en la region central (posiciones de alineacion 131-228) era
de aproximadamente el 20%, pero se mantenia la estructura del nudo de cys y se conservaban un ndmero suficiente
de residuos clave, respaldando la homologia entre Noggin y SOST.

Se comparo la estructura de Noggin con SOST también para entender como se dimerizan dos mondmeros de
SOST. Tal como se muestra en la Figura 5, la estructura de Noggin sugeria que el conector entre la region N-
terminal y la regidn central no soélo tenia un papel en la conexiéon de las dos regiones, sino que también formaba
parte de la interfaz de dimerizacion entre dos monémeros Noggin. Una diferencia importante entre Noggin y SOST
era que el conector entre la region N-terminal y la region central era mucho mas corto en SOST.
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La region C-terminal de SOST puede desempefiar un papel en la dimerizacion de SOST. La secuencia de Noggin
terminaba con la region central, mientras que SOST tenia una regién C-terminal extra. En la estructura de Noggin,
un enlace disulfuro conectaba los extremos C de dos mondmeros de Noggin. Asi, la region C-terminal de SOST
comenzaba préxima a la interfaz de dos mondmeros y podia contribuir a la dimerizaciéon. Ademas, la prediccion de la
estructura secundaria muestra que algunas porciones de la region C-terminal de SOST tenian una tendencia a
formar hélices. Esta region en SOST puede ser responsable de la actividad de dimerizacion, posiblemente a través
de un empaquetamiento hélice-hélice, que imitaba la funcion del conector mas largo en Noggin. Otra diferencia entre
la estructura de Noggin y SOST era la insercién de aminoacido en la regiéon central de SOST en las posiciones de
alineacion 169-185 (véase la Figura 4). Esta insercion extendia una horquilla B, que sefialaba hacia la interfaz de
dimerizacién en la estructura de Noggin (mostrada en la Figura 5 como una regiéon de bucle en el centro de los
monomeros y por encima del residuo de Cys C-terminal). Esta horquilla B alargada podria contribuir también a la
dimerizacién de SOST.

Ejemplo 3

Disefio y preparacion de inmunégenos peptidicos SOST

Este Ejemplo describe el disefio de inmundgenos peptidicos SOST utilizados para inmunizar a animales y que
generan anticuerpos que bloquean las interacciones entre BMP y SOST y que previenen la formacién de dimeros de
monomeros SOST.

Fragmentos de uniéon a BMP

La similitud global entre SOST y Noggin y la similitud entre las regiones N-terminales de los dos polipéptidos
sugieren que SOST puede interaccionar con BMP de un modo similar a Noggin. Es decir, que la region N-terminal
de SOST puede interaccionar con los sitios de union a receptores tanto de tipo | como de tipo Il en BMP, y una
porcién de la regién central (posiciones de alineacion de aminoacidos 190-220 en la Figura 4) puede interaccionar
con el sitio de union a receptores de tipo I, de tal forma que los anticuerpos especificos para estas regiones de
SOST pueden bloquear o alterar la unién de BMP a SOST.

Se presentan las secuencias de aminoacidos de estos fragmentos de polipéptido SOST para SOST de rata y
humano como sigue.

SOST_N_Linker: La region N-terminal (incluye el conector corto que conecta con la region central) Humano:

Rata:

SOST_Core_Bind: Porciéon de la region central que es probable que contacte con BMP en su sitio de unién a
receptores de tipo Il (extendida ligeramente en ambos extremos para incluir los anclajes de residuos de CYS):

Humano: CIPDRYRAQRVQLLCPGGEAPRARKVRLVASC (SEC. ID. N° 49)
Rata: CIPDRYRAQRVQLLCPGGAAPRSRKVRLVASC (SEC. ID. N° 50)

Fragmentos de dimerizacion de SOST

La region C-terminal de SOST esta probablemente implicada en la formacion de homodimeros de SOST (véase el
Ejemplo 2). La horquilla B alargada puede también desempefiar un papel en la formacién de homodimeros. Los
anticuerpos que se unen especificamente a dichas regiones pueden prevenir o alterar la dimerizacion de
monoémeros de SOST, lo que a su vez puede interferir con la interaccion entre SOST y BMP. Los fragmentos
polipeptidicos en el SOST de rata y humano correspondientes a estas regiones son los siguientes.

SOST_C: la region C-terminal Humano:

(SEC. ID. N° 51)
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Rata:

(SEC. ID. N° 52)

SOST_Core_Dimer: Porcion de la region central que esta probablemente implicada en la dimerizacion de SOST
(extendida ligeramente en ambos extremos para incluir los anclajes de residuos de Cys):

Humano: CGPARLLPNAIGRGKWWRPSGPDFRC (SEC. ID. N° 53)
Rata: CGPARLLPNAIGRVKWWRPNGPDFRC (SEC. ID. N° 54)

Fragmento de unién a BMP en el extremo N de SOST

Se modelo la region de union N-terminal clave de SOST (posiciones de alineacion 1-35 en la Figura 4) en base a la
estructura del complejo Noggin/BMP-7 (Entrada del Banco de Datos de Proteinas N° 1M4U) y a la alineacion de
secuencia de aminoacidos (véase la Figura 4) para identificar residuos de aminoacidos del extremo N de SOST que
probablemente interaccionan con BMP. Se presenta el modelo de SOST en la Figura 6. En el modelo comparativo,
la fenilalanina (Phe, F) en la posicion de alineacion 8 (véanse la flecha y el texto acompafante) en la secuencia de
SOST se proyecta hacia un bolsillo hidrofébico sobre la superficie del dimero de BMP. Se ha observado la misma
caracteristica de "knobs-into-holes" en la estructura compleja de BMP y receptor de tipo | (Nickel et al., supra),
donde la Phe85 del receptor encaja en el mismo bolsillo, lo cual es una caracteristica clave en el reconocimiento
ligando-receptor de tipo | para los miembros de la superfamilia TGF-§ (incluyendo, por ejemplo, la familia TGF-B, la
familia BMP y similares). Segun el modelo, también se conserva un giro dirigido por prolina (Pro), que permite que el
fragmento de unién N-terminal se enrosque a lo largo de la superficie del dimero de BMP, viajando desde el sitio de
union al receptor de tipo | hasta el sitio de union al receptor de tipo Il en el otro lado del complejo. También se
conserva otro giro dirigido por Pro cerca del extremo carboxi del fragmento de unidn, que conecta entonces con la
region conectora. Son evidentes contactos extensos entre SOST y BMP en la Figura 6.

Inmunoégenos peptidicos

Se disefiaron péptidos para que incluyeran la region N-terminal de SOST que se predecia que contacta con
proteinas BMP. A continuacién, se presentan las secuencias peptidicas. Para inmunizar a animales, se disefiaron
las secuencias peptidicas de manera que se solaparan, y se afiadié una cisteina adicional al extremo C-terminal
para facilitar el entrecruzamiento con KLH. Se usaron entonces los péptidos para la inmunizacién. Las secuencias
peptidicas de los inmundgenos son las siguientes.

SOST humano:

QGWQAFKNDATEIIPELGEY (SEC. ID. N° 2)
TEIIPELGEYPEPPPELENN (SEC. ID. N° 3)
PEPPPELENNKTMNRAENGG (SEC. ID. N° 4)
KTMNRAENGGRPPHHPFETK (SEC. ID. N° 5)
RPPHHPFETKDVSEYS (SEC. ID. N° 6)

Péptidos SOST humanos con Cys adicional:

QGWQAFKNDATEIIPELGEY-C (SEC. ID. N° 7)
TEIIPELGEYPEPPPELENN-C (SEC. ID. N° 8)
PEPPPELENNKTMNRAENGG-C (SEC. ID. N° 9)
KTMNRAENGGRPPHHPFETK-C (SEC. ID. N° 10)
RPPHHPFETKDVSEYS-C (SEC. ID. N° 11)

SOST de rata:

QGWQAFKNDATEIIPGLREYPEPP (SEC. ID. N° 12)
PEPPQELENNQTMNRAENGG (SEC. ID. N° 13)
ENGGRPPHHPYDTKDVSEYS (SEC. ID. N° 14)
TEIIPGLREYPEPPQELENN (SEC. ID. N° 15)

Péptidos SOST de rata con Cys adicional:

QGWQAFKNDATEIIPGLREYPEPP-C (SEC. ID. N° 16)
PEPPQELENNQTMNRAENGG-C (SEC. ID. N° 17)
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ENGGRPPHHPYDTKDVSEYS-C (SEC. ID. N° 18)
TEIIPGLREYPEPPQELENN-C (SEC. ID. N° 19)

Los siguientes péptidos fueron disefiados para contener la porcion de aminoacidos de la region central que se
predecia que contacta con las proteinas BMP. Se afiadio cisteina en el extremo C-terminal de cada péptido para
conjugacion con KLH y se usaron los péptidos conjugados para la inmunizacion. En el péptido N-terminal de Docking
Core, se cambi6 una cisteina interna a una serina para evitar una doble conjugacion con KLH.

Para SOST humano:
Secuencia de aminoacidos sin residuos de Cys afadidos:

Docking_Core_N-terminal_Peptide: IPDRYRAQRVQLLCPGGEAP (SEC. ID. N° 21)
Docking_Core_Cterm_Peptide: QLLCPGGEAPRARKVRLVAS (SEC. ID. N° 22)
Docking_Core-N-terminal_Peptide: IPDRYRAQRVQLLCPGGEAP-C (SEC. ID. N° 23)
Docking_Core_Cterm_Peptide: QLLCPGGEAPRARKVRLVAS-C (SEC. ID. N° 24)

Para SOST de rata:
Secuencia de aminoacidos sin residuos de Cys afiadidos o substituidos:

Docking_Core_N-terminal_Peptide: IPDRYFAQRVQLLCPGG (SEC. ID. N° 25)
Docking_Core_Cterm_Peptide: PGGAAPRSRKVRLVAS (SEC. ID. N° 26)

Inmunoégenos peptidicos con adicién y substitucion de Cys:

Docking_Core_N-terminal_Peptide: IPDRYRAQRVQLLSPGG-C (SEC. ID. N° 27)
Docking_Core_Cterm_Peptide: PGGAAPRSRKVRLVAS-C (SEC. ID. N° 28)

Dos regiones en SOST que interaccionan potencialmente para formar homodimeros de SOST incluyen los
aminoacidos con la region central de SOST que no estan presentes en Noggin. Los péptidos SOST humanos
disefiados para contener esta secuencia tenian una Cys C-terminal o N-terminal que estaba conjugada con KLH.
Para el péptido SOST de rata, se afiadié una cisteina al extremo carboxi de la secuencia (SEC. ID. N° 31). Se
usaron los péptidos conjugados con KLH para la inmunizacion.

Para SOST humano:

CGPARLLPNAIGRGKWWRPS (SEC. ID. N° 29)
IGRGKWWRPSGPDFRC (SEC. ID. N° 30)

Para SOST de rata:
PNAIGRVKWWRPNGPDFR (SEC. ID. N° 31)
Péptido SOST de rata con cisteina afiadida:
PNAIGRVKWWRPNGPDFR-C (SEC. ID. N° 32)

La segunda regién en SOST que interacciona potencialmente para formar homodimeros de SOST incluye la region
C-terminal. Se disefiaron inmundgenos peptidicos para que incluyeran secuencias de aminoacidos en esta region
(véase a continuacion). Para la conjugacion con KLH, se afiadié un residuo de cisteina al extremo C-terminal, y se
usaron los péptidos conjugados para la inmunizacion.

Para SOST humano:

KRLTRFHNQS ELKDFGTEAA (SEC. ID. N° 33)
ELKDFGTEAA RPQKGRKPRP (SEC. ID. N° 34)
RPQKGRKPRP RARSAKANQA (SEC. ID. N° 35)
RARSAKANQA ELENAY (SEC. ID. N° 36)

Inmunogenos peptidicos con Cys afiadida en el extremo C:

KRLTRFHNQS ELKDFGTEAA-C (SEC. ID. N° 37)
ELKDFGTEAA RPQKGRKPRP-C (SEC. ID. N° 38)
RPQKGRKPRP RARSAKANQA-C (SEC. ID. N° 39)
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RARSAKANQA ELENAY-C (SEC. ID. N° 40)
Para SOST de rata:

KRLTRFHNQSELKDFGPETARPQ (SEC. ID. N° 41)
KGRKPRPRARGAKANQAELENAY (SEC. ID. N° 42)
SELKDFGPETARPQKGRKPRPRAR (SEC. ID. N° 43)

Inmunogenos peptidicos con Cys afiadida en el extremo C:

KRLTRFHNQSELKDFGPETARPQ-C (SEC. ID. N° 44)
KGRKPRPRARGAKANQAELENAY-C (SEC. ID. N° 45)
SELKDFGPETARPQKGRKPRPRAR-C (SEC. ID. N° 46)

Ejemplo 4
Ensayo para detectar la unién de anticuerpos a una proteina de unién a TGF-beta

Este ejemplo describe un ensayo para detectar la unién de un ligando, por ejemplo, un anticuerpo o un fragmento
del mismo, a esclerostina.

Se prepardé una proteina de fusién FLAG®-esclerostina segun protocolos facilitados por el fabricante (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO) y como se describe en la Patente Estadounidense N° 6.395.511. Se reviste cada pocillo de una placa
de microtitulacion de 96 pocillos con anticuerpo monoclonal anti-FLAG® (Sigma Aldrich) y se bloquean después con
BSA al 10% en PBS. Se afade la proteina de fusion (20 ng) a 100 ul de PBS/0,2% de BSA y se adsorbe sobre la
placa de 96 pocillos durante 60 minutos a temperatura ambiente. Se retira esta solucioén de proteina y se lavan los
pocillos para eliminar la proteina de fusién no unida. Se diluye una BMP, por ejemplo, BMP-4, BMP-5, BMP-6 o
BMP-7, en PBS/0,2% de BSA y se afiade a cada pocillo a concentraciones que van desde 10 pM hasta 500 nM.
Tras una incubacion durante 2 horas a temperatura ambiente, se retira la solucion de unién y se lava la placa tres
veces con volumenes de 200 pl de PBS/0,2% de BSA. Se detecta la union de la BMP a la esclerostina usando
antisuero policlonal o anticuerpo monoclonal especifico para la BMP y un reactivo de segunda etapa conjugado a
enzima apropiado segun técnicas ELISA estandar (véase, v.g., Ausubel et al., Current Protocols in Mol Biol. Vol 2
11.2.1-11.2.22 (1998)). Se calcula la unién especifica restando la unién no especifica de la union total y se analiza
usando el programa LIGAND (Munson y Podbard, Anal. Biochem. 107: 220-39 (1980)).

También se detecta la union de esclerostina a una BMP por deteccion de fluorescencia con resolucién temporal
homogénea (Mellor et al., J Biomol. Screening, 3: 91-99 (1998)). Se une operativamente una secuencia
polinucleotidica codificante de esclerostina a una region constante de inmunoglobulina humana en una construccion
de acido nucleico recombinante y se expresa como una proteina de fusién Fc humano-esclerostina segin métodos
conocidos en la técnica y aqui descritos. De forma similar, se somete un ligando de BMP a ingenieria y se expresa
como una proteina de fusion BMP-Fc de ratdn. Se incuban estas dos proteinas de fusion conjuntamente y se lleva a
cabo el ensayo como describen Mellor et al.

Ejemplo 5

Ensayo de cribado para anticuerpos que inhiben la uniéon de los miembros de la familia TGF-beta a la proteina de
union a TGF-beta

Este ejemplo describe un método para detectar un anticuerpo que inhibe la unién de un miembro de la familia TGF-
beta a esclerostina. Se realiza un ELISA esencialmente como se describe en el Ejemplo 4, excepto por mantener fija
la concentracion de BMP a su Kd (determinada, por ejemplo, mediante analisis BlAcore). Ademas, se afade un
anticuerpo o una genoteca o coleccion de anticuerpos a los pocillos a una concentracion de 1 uM. Se incuban los
anticuerpos durante 2 horas a temperatura ambiente con la BMP y la esclerostina, se retira la solucion y se
cuantifica la BMP unida como se ha descrito (véase el Ejemplo 4). Los anticuerpos que inhiben un 40% de la unién
de BMP observada en ausencia de anticuerpo se consideran antagonistas de esta interaccion. Estos anticuerpos
son ademas evaluados como inhibidores potenciales realizando estudios de titulacion para determinar sus
constantes de inhibiciéon y su efecto sobre la afinidad de unién de la proteina de unién a TGF-beta. También se
pueden realizar ensayos de control de especificidad comparables para establecer el perfil de selectividad para el
antagonista identificado usando ensayos dependientes de la accién del ligando de BMP (v.g., un estudio competitivo
de BMP/receptor de BMP).
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Ejemplo 6
Inhibicién de la localizaciéon de la proteina de unién a TGF-beta en la matriz ésea

Se lleva a cabo la evaluacidon de la inhibicion de la localizacién en la matriz 6sea (hidroxiapatito) usando
modificaciones del método de Nicolas (Calcif. Tissue Int. 57: 206-12 (1995)). Brevemente, se prepara proteina de
unién a TGF-beta marcada con '®°| como describe Nicolas (supra). Se afiade hidroxiapatito a cada pocillo de una
placa de microtitulacion de 96 pocillos equipada con una membrana de filtracion de polipropileno (Polyfiltroninc,
Weymouth MA). Se afiade entonces proteina de union a TGF-beta diluida en albumina al 0,2% en tampon PBS a los
pocillos. Se lavan los pocillos que contienen matriz 3 veces con albumina al 0,2% en tampoén PBS. Se eluye la
proteina de unién a TGF-beta adsorbida usando NaOH 0,3 M y se cuantifica después.

Se identifica un anticuerpo u otro agente que inhibe o altera la unién de la esclerostina proteina de unién a TGF-beta
al hidroxiapatito incubando la proteina de union a TGF-beta con el anticuerpo y aplicando la mezcla a la matriz como
se ha descrito anteriormente. Se lava la matriz 3 veces con albumina al 0,2% en tampén PBS. Se eluye la
esclerostina adsorbida con NaOH 0,3 M y se cuantifica después. Se considera que un anticuerpo que inhibe el nivel
de unién de la esclerostina al hidroxiapatito en al menos un 40% en comparacioén con el nivel de unién observado en
ausencia de anticuerpo es un inhibidor de la localizacién ésea. Dicho anticuerpo es ademas caracterizado en
estudios de dosis-respuesta para determinar su constante de inhibicion y su efecto sobre la afinidad de unién de la
proteina de unién a TGF-beta.

Lista de secuencias
<110> Winkler, David G. Shi, Jiye Latham, John
<120> Anticuerpos especificos para la esclerostina y métodos para aumentar la mineralizacién 6sea
<130> 60117-127

<140> >
<141> 15-06-2004

<150> US 60/478.977
<151> 16-06-2003

<160> 112

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0
<210> 1

<211>190

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
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<210> 2

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

<210> 3

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

<210> 4

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

<210>5

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5
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<210> 6

<211>16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

<210>7

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento del péptido SOST humano con adicién de cisteina adicional

<400> 7

<210> 8

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento del péptido SOST humano con adicién de cisteina adicional

<400> 8

<210>9

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento del péptido SOST humano con adicién de cisteina adicional

<400> 9

<210> 10

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento del péptido SOST humano con adicién de cisteina adicional
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<400> 10

20

<210> 11

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento del péptido SOST humano con adicién de cisteina adicional

<400> 11

<210> 12

<211> 24

<212 > PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 12

<210> 13

<211> 20

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 13

<210> 14

<211> 20

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 14

<210> 15

<211> 20

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 15
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<210> 16

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento del péptido SOST de rata con adicién de cisteina adicional

<400> 16

<210> 17

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento del péptido SOST de rata con adicién de cisteina adicional

<400> 17

<210> 18

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento del péptido SOST de rata con adicién de cisteina adicional

<400> 18

<210> 19

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento del péptido SOST de rata con adicién de cisteina adicional

<400> 19

<210> 20

<211> 190

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus
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<400> 20

<210> 21

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

<210> 22

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

<210> 23

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento del péptido SOST humano con adicién de cisteina adicional

<400> 23

<210> 24

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Fragmento del péptido SOST humano con adicién de cisteina adicional

<400> 24

<210> 25

<211> 17

<212> PRT

<213> Rattus Norvegicus

<400> 25

<210> 26

<211> 16

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 26

<210> 27

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento del péptido SOST de rata con adicién de cisteina adicional

<400> 27

<210> 28

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento del péptido SOST de rata con adicién de cisteina adicional

<400> 28

<210> 29

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29
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<210> 30

<211>16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30

<210> 31

<211> 18

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 31

<210> 32

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento del péptido SOST de rata con adicién de cisteina adicional

<400> 32

<210> 33

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33

<210> 34

<211>20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34

<210> 35

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35
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<210> 36

<211>16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36

<210> 37

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento del péptido SOST humano con adicién de cisteina adicional

<400> 37

<210> 38

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento del péptido SOST humano con adicién de cisteina adicional

<400> 38

<210> 39

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento del péptido SOST humano con adicién de cisteina adicional

<400> 39

<210> 40

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento del péptido SOST humano con adicién de cisteina adicional

<400> 40
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<210> 41

<211> 23

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 41

<210> 42

<211> 23

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 42

<210> 43

<211> 24

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 43

<210> 44

<211> 24

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento del péptido SOST de rata con adicién de cisteina adicional

<400> 44

<210> 45

<211> 24

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento del péptido SOST de rata con adicién de cisteina adicional

<400> 45
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<210> 46

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento del péptido SOST de rata con adicién de cisteina adicional

<400> 46

<210> 47

<211> 56

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 47

<210> 48

<211> 56

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 48

<210> 49

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 49

<210> 50

<211> 32

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 50

<210> 51
<211> 44
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 51

<210> 52

<211> 44

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 52

<210> 53

<211> 26

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 53

<210> 54

<211> 26

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 54

<210> 55

<211> 570

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 55

<210> 56

<211> 570

<212> ADN

<213> Rattus norvegicus
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<400> 56

<210> 57

<211> 2301

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 57

<210> 58

<211> 213

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 58
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<210> 59

<211> 2301

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 59

<210> 60
<211> 213
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 60

<210> 61

<211> 2301

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 61
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<210> 62

<211> 213

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 62

<210> 63
<211> 642
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<212> ADN
<213> Cercopithecus pygerythrus

<400> 63

<210> 64
<211> 213
10 <212> PRT
<213> Cercopithecus pygerythrus

<400> 64

15

<210> 65
<211> 638
<212> ADN
20 <213> Mus musculus

<400> 65

25
<210> 66
<211> 211
<212> PRT

ES 2 586 401 T3

40



10

15

20

<213> Mus musculus

<400> 66

<210> 67

<211> 674

<212> ADN

<213> Rattus norvegicus

<400> 67

<210> 68

<211> 213

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 68
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<210> 69
<211> 532
<212> ADN
<213> Bos torus

<400> 69

<210> 70
<211> 176
<212> PRT
<213> Bos torus

<400> 70

<210> 71

<211> 532

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 71
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<210> 72

<211> 502

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 72
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<210> 73

<211> 502

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 73
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<210> 74
<211> 532
<212> PRT

<213> Rattus sp.

<400> 74
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<210> 75

<211> 532

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 75
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<210> 76

<211> 532

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 76

ES 2 586 401 T3
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<210> 77

<211> 502

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 77
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<210> 78

<211> 502

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 78
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<210> 79
<211> 532
<212> PRT

<213> Rattus sp.

<400> 79
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<210> 80

<211> 530

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 80
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<210> 81

<211> 530

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 81
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<210> 82

<211> 1038

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 82
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<210> 83

<211> 1038

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 83
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<210> 84

<211> 1038

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 84
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<210> 85
<211> 2932
<212> ADN
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<213> Homo sapiens

<400> 85

<210> 86

<211> 1575

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 86
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ccaacaggta ccctt

<210> 87

<211> 2032

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 87

<210> 88

<211> 3167
<212> ADN
<213> Rattus sp.

<400> 88
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<210> 89

<211> 3167

<212> ADN

<213> Rattus norvegicus

<400> 89
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<210> 90

<211> 3003

<212> ADN

<213> Rattus norvegicus

<400> 90
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<210> 91

<211> 2063

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 91
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<210> 92
<211> 1964
5 <212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 92

10

<210> 93
<211> 3611
15 <212> ADN
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<213> Homo sapiens

<400> 93

<210> 94

<211> 3871

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 94
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<210> 95

<211>88

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 95
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<210> 96

<211> 82

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 96

<210> 97

<211> 82

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 97

<210> 98

<211> 84

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 98

<210> 99

<211>83

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 99
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<210> 100

<211>80

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 100

<210> 101

<211>80

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 101

<210> 102

<211>85

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 102

<210> 103

<211> 86

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 103
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<210> 104

<211>70

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 104

<210> 105

<211>70

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 105

<210> 106

<211>70

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 106

<210> 107
<211> 205
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 107
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<210> 108
<211> 197
<212> PRT
<213> Gallus gallus

<400> 108

<210> 109
<211> 196
<212> PRT
<213> Xenopus laevis

<400> 109
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15

<210> 110
<211> 195
<212> PRT
<213> Takifugu rubripes

<400> 110

<210> 111

<211> 196

<212> PRT
<213> Danio rerio

<400> 111
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<210> 112
<211> 188
5 <212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 112

10
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REIVINDICACIONES
1. Un inmundgeno consistente en un péptido de la secuencia de aminoacidos de la SEC. ID. N° 53.
2. El inmunégeno de la reivindicacion 1, donde el péptido se asocia a una molécula de soporte.
3. El inmundégeno de la reivindicacion 2, donde la molécula de soporte es hemocianina de lapa.

4. Un método no terapéutico para producir un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido SOST,
consistente en inmunizar a un animal no humano con un inmunégeno segun cualquiera de las reivindicaciones
precedentes.

5. Un anticuerpo producido por el método de la reivindicacion 4 que es capaz de aumentar la densidad mineral 6sea
en un mamifero.

6. El anticuerpo de la reivindicacién 5, donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

7. El anticuerpo de la reivindicacién 6, donde el anticuerpo monoclonal es seleccionado entre un anticuerpo
monoclonal murino, un anticuerpo monoclonal humano, un anticuerpo monoclonal de rata y un anticuerpo
monoclonal de hamster.

8. El anticuerpo de la reivindicacion 5, donde el anticuerpo es un anticuerpo humanizado o un anticuerpo quimérico.
9. Un fragmento de unién a antigeno del anticuerpo de la reivindicacion 5.

10. El fragmento de unién a antigeno del anticuerpo de la reivindicacion 9, donde el fragmento de unidn a antigeno
es seleccionado entre el grupo consistente en F(ab’)z, Fab’, Fab, Fd y Fv.

11. Una composicion farmacéutica consistente en el anticuerpo de la reivindicacion 5 o un fragmento de unién a
antigeno del mismo y un soporte fisioldgico.

12. Un método para identificar un anticuerpo que aumenta el contenido mineral 6éseo consistente en: (a) poner en
contacto (i) un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido SOST que tiene una secuencia de
aminoacidos indicada en la SEC. ID. N° 1 con (ii) al menos un péptido SOST como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 en condiciones y durante un tiempo suficientes para permitir la formacion de un complejo
anticuerpo/péptido SOST; y (b) detectar el nivel de complejo anticuerpo/péptido SOST, y detectar asi la presencia de
un anticuerpo que aumenta el contenido mineral 6seo.

13. El método segun la reivindicacion 12, donde el anticuerpo es seleccionado entre el grupo consistente en un
anticuerpo que esta presente en una muestra bioldgica y un anticuerpo purificado.

14. El método segun la reivindicacion 13, donde el anticuerpo purificado es seleccionado entre el grupo consistente
en un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado y un
fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo.

15. Un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8 o un fragmento de unién a antigeno segun la
reivindicacion 9 6 10 para uso en el tratamiento o la prevencion de una afeccion que da como resultado pérdida de
contenido mineral éseo, donde la afecciébn es al menos una de acondroplasia, disostosis cleidocraneal,
encondromatosis, displasia fibrosa, enfermedad de Gaucher, raquitismo hipofosfatémico, sindrome de Marfan,
exostosis multiples hereditarias, neurofibromatosis, osteogénesis imperfecta, osteopetrosis, osteopoiquilosis, una
lesion esclerdtica, una fractura, enfermedad periodontal, pseudoartrosis, osteomielitis piogénica, un estado anémico,
una afeccién causada por esteroides, una afecciéon causada por heparina, un trastorno de la médula 6sea,
escorbuto, malnutricion, deficiencia de calcio, osteoporosis idiopatica, osteopenia u osteoporosis congénita,
alcoholismo, enfermedad hepatica cronica, senilidad, estado posmenopausico, oligomenorrea, amenorrea,
gestacion, diabetes mellitus, hipertiroidismo, enfermedad de Cushing, acromegalia, hipogonadismo, inmovilizacion o
mal uso, sindrome de distrofia simpatica refleja, osteoporosis regional transitoria y osteomalacia.

16. Uso de un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8 o de un fragmento de unién a antigeno
segun la reivindicacion 9 6 10 para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de una
afeccion que da como resultado pérdida de contenido mineral 6seo, donde la afeccidon es al menos una de
acondroplasia, disostosis cleidocraneal, encondromatosis, displasia fibrosa, enfermedad de Gaucher, raquitismo
hipofosfatémico, sindrome de Marfan, exostosis multiples hereditarias, neurofibromatosis, osteogénesis imperfecta,
osteopetrosis, osteopoiquilosis, una lesidon esclerética, una fractura, enfermedad periodontal, pseudoartrosis,
osteomielitis piogénica, un estado anémico, una afeccién causada por esteroides, una afeccion causada por
heparina, un trastorno de la médula ésea, escorbuto, malnutricién, deficiencia de calcio, osteoporosis idiopatica,
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osteopenia u osteoporosis congénita, alcoholismo, enfermedad hepatica crénica, senilidad, estado posmenopausico,
oligomenorrea, amenorrea, gestacion, diabetes mellitus, hipertiroidismo, enfermedad de Cushing, acromegalia,
hipogonadismo, inmovilizacién o mal uso, sindrome de distrofia simpatica refleja, osteoporosis regional transitoria y
osteomalacia.
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