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DESCRIPCION
Métodos de modulacién de fibrosis usando moduladores de la proteina morfogenética ésea 9 (BMP-9)
Antecedentes de la invencion

La fibrosis es un proceso patolégico que se refiere a la formacién o el desarrollo anémalo de tejido conectivo fibroso
en exceso por las células en un érgano o tejido. Aunque los procesos relacionados con la fibrosis pueden tener lugar
como parte de la formacion o reparacion de tejido normal, la desregulacion de estos procesos puede llevar a una
composicion celular alterada y a una deposicidon de tejido conectivo en exceso que progresivamente deteriora la
funcién del tejido o del érgano.

Por ejemplo, mas de cinco millones de personas en todo el mundo estan afectadas por fibrosis pulmonar, que tiene
lugar cuando los sacos aéreos de los pulmones se van reemplazando de manera gradual por tejido fibrético,
provocando una pérdida irreversible de la capacidad del tejido para transferir oxigeno al torrente sanguineo. De
manera adicional, la fibrosis hepatica supone una importante carga asistencial a nivel mundial y es resultado de una
excesiva formacién de tejido conectivo en el higado que puede llevar a hipertensidn portal o incluso a cirrosis (véase
Murphy y col., Expert Opin Investig Drugs. noviembre de 2002; 11(11):1575-85). De manera adicional, existen otros
muchos trastornos fibréticos, incluyendo fibrosis vascular, fibrosis pancreatica, fibrosis renal, fibrosis
musculoesquelética, fibrosis cardiaca, fibrosis de la piel, fibrosis ocular, esclerosis sistémica progresiva (ESP),
enfermedad injerto contra huésped crénica, enfermedad de Peyronie, estenosis uretral postcistoscopia, fibrosis
retroperitoneal idiopatica y farmacoldgicamente inducida, fibrosis del mediastino, fibrosis masiva progresiva, fibrosis
proliferativa y fibrosis neoplasica.

Aunque los agentes terapéuticos, tales como los farmacos antiinflamatorios, se usan a menudo para tratar la fibrosis,
tales tratamientos pueden tener una baja eficacia y efectos secundarios indeseables. Por otra parte, actualmente no
existen tratamientos o curas totalmente eficaces para los trastornos fibroticos. En consecuencia, existe una gran
necesidad en la materia de grupos que puedan inhibir la fibrosis y, por lo tanto, se puedan usar para tratar o prevenir
la fibrosis en un sujeto, asi como métodos para diagnosticar esta enfermedad debilitante.

Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona anticuerpos antagonistas anti-BMP9 para su uso en procedimientos para tratar o
prevenir la fibrosis en un sujeto y procedimientos para evaluar si un sujeto tiene o esta en riesgo de desarrollar un
trastorno fibrético. La presente invencion se basa, al menos en parte, en la demostracion por los presentes
inventores de que la BMP9 y la BMP 10 desempefian un papel anteriormente desconocido en la diferenciacion de
fibroblastos y la sintesis excesiva y la acumulacidon de matriz extracelular y remodelacion de tejidos mediante
fibroblastos durante la fibrosis.

En un aspecto, la presente invencion proporciona procedimientos para tratar o prevenir un trastorno fibrético en un
sujeto. Los procedimientos incluyen la administraciéon a un sujeto, por ejemplo, un ser humano o un animal, de una
cantidad eficaz de un anticuerpo antagonista de proteina morfogenética ésea 9 (BMP9). En una realizacion, el
trastorno fibrético incluye, pero no se limita a, fibrosis vascular, fibrosis pulmonar (por ejemplo, fibrosis pulmonar
idiopatica), fibrosis pancreatica, fibrosis hepatica (por ejemplo, cirrosis), fibrosis renal, fibrosis musculoesquelética,
fibrosis cardiaca (por ejemplo, fibrosis del endomiocardio, miocardiopatia idiopatica), fibrosis de la piel (por ejemplo,
esclerodermia, cicatrizacion cutdnea postraumatica, operatoria, queloides y formacion de queloides cutaneos),
fibrosis ocular (por ejemplo, glaucoma, esclerosis de los ojos, fibrosis de la conjuntiva y de la cdrnea y terigio),
esclerosis sistémica progresiva (ESP), enfermedad injerto contra huésped crénica, enfermedad de Peyronie,
estenosis uretral postcistoscopia, fibrosis retroperitoneal idiopatica y farmacoldégicamente inducida, fibrosis del
mediastino, fibrosis masiva progresiva, fibrosis proliferativa y fibrosis neoplasica. En una realizacion particular, el
trastorno fibrotico no es mielofibrosis.

En una realizacion particular, la presente invencion proporciona un anticuerpo antagonista anti-BMP9 para su uso en
un procedimiento para tratar o prevenir un trastorno fibrético en un sujeto, que comprende la administracion al sujeto
de una cantidad eficaz de un anti-BMP9, en donde el trastorno fibrético se selecciona del grupo que consiste en
fibrosis hepatica, fibrosis renal, fibrosis cardiaca, fibrosis de la piel y fibrosis pulmonar.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona procedimientos para evaluar si un sujeto tiene o esta en
riesgo de desarrollar un trastorno fibrético. Los procedimientos incluyen poner en contacto una muestra de un sujeto
con un reactivo capaz de detectar BMP9 y detectar BMP9, en donde un elevado nivel de BMP9 (por ejemplo, al
menos 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5 veces mayor en relacién con el control) es un indicativo de que el sujeto tiene o
esta en riesgo de desarrollar un trastorno fibrético. En una realizacién particular, el procedimiento incluye una etapa
adicional de detectar la presencia de marcadores adicionales de fibrosis, por ejemplo, alfa actina de musculo liso,
proteina oligomérica de la matriz del cartilago de colageno de tipo lll, colageno tipo |, colageno tipo IV, proteina 1
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especifica de fibroblastos, fibronectina, serpinE1l, periostina, IGFBP3, SPARC, CTGF, TGFb, Cyr61, y fosfo smad
2/3.

En una realizacién, la muestra incluye células o tejidos obtenidos del sujeto. En otra realizacion, la muestra es un
liquido (por ejemplo, liquido sanguineo, linfa, liquido ginecolégico, liquido cistico, liquido ocular, orina y liquido
recogido mediante enjuague peritoneal) obtenido del sujeto.

Los reactivos abarcados por los procedimientos de la invencién incluyen cualquier agente conocido capaz de
detectar la BMP9. En una realizacién, el reactivo es un anticuerpo. En otra, el reactivo es un acido nucleico. Los
reactivos también se pueden marcar (por ejemplo, un radiois6topo, un compuesto bioluminiscente, un compuesto
quimioluminiscente, un compuesto fluorescente, un quelato de metal o una enzima), para facilitar la deteccion de
BMP9.

En un aspecto adicional mas, la presente invencion proporciona procedimientos para evaluar la eficacia de un
régimen de tratamiento para tratar un trastorno fibrotico en un sujeto. Estos procedimientos incluyen poner en
contacto una primera muestra obtenida del sujeto antes de administrar al menos una parte del régimen de
tratamiento al sujeto con un reactivo capaz de detectar BMP9, poner en contacto una segunda muestra obtenida del
sujeto tras la administracion de al menos una parte del régimen de tratamiento con un reactivo capaz de detectar
BMP9 o BMP10, comparar los niveles de BMP9 de la primera y segunda muestra, en donde un elevado nivel de
BMP9 presente en la primera muestra, en relacion con la segunda muestra, es un indicativo de que el régimen de
tratamiento es eficaz para tratar un trastorno fibrético en el sujeto. En una realizacion particular, el régimen de
tratamiento comprende la administracion de un anticuerpo antagonista de BMP9.

Los anticuerpos para su uso de acuerdo con la invencién incluyen todas las formas conocidas de anticuerpos que
tienen al menos secuencias de region variable. Por ejemplo, el anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal
murino, humano, humanizado, quimérico o biespecifico. El anticuerpo puede ser un Fab, Fab’2, ScFv, SMIP,
afficuerpo, avimero, versacuerpo, nanocuerpo y anticuerpo de dominio y el anticuerpo puede ser un anticuerpo de
IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, IgM, IgAl, IgA2, IgAsec, IgD o IgE.

Los anticuerpos antagonistas de BMP9 usados en los procedimientos de la presente invencion se pueden
administrar mediante cualquier procedimiento adecuado que incluye, pero sin limitacion, la administracion
intravenosa, intramuscular o subcutanea.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcién detallada y a
partir de las reivindicaciones.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 representa los resultados de un experimento de inmunotincion de alto contenido que lleva a la
identificacion de BMP9 (es decir, GDF2) y BMP10 como dianas terapéuticas capaces del tratamiento de
trastornos fibréticos.

La Figura 2 es un grafico que representa la actividad de BMP9 y BMP10 sobre la diferenciacion de los
fibroblastos en miofibroblastos en un ensayo de cribado de alto rendimiento (HTS, por el inglés High Throughput
Screening).

La Figura 3 es un gréafico que representa la regulacion positiva del colageno de tipo Ill, un marcador de fibrosis
conocido, tras el tratamiento de los fibroblastos con BMP9 o BMP10 recombinante.

La Figura 4 es un grafico que representa la regulacion positiva de la alfa actina del muasculo liso, un marcador de
fibrosis conocido, tras el tratamiento de los fibroblastos con BMP9 o BMP10 recombinante.

La Figura 5 es un gréafico que representa la regulacion positiva de la proteina oligomérica de la matriz del
cartilago (POMC), un marcador de fibrosis conocido, tras el tratamiento de los fibroblastos con BMP9 o BMP10
recombinante.

La Figura 6 es un grafico que representa los efectos de un anticuerpo monoclonal anti-BMP9 y un receptor
soluble ALK1-Fc sobre la actividad de BRE-luciferasa estimulada por BMP9 en un ensayo de gen reportero.

La Figura 7 representa los cambios morfolégicos e inmunohistoquimicos en células Hep3B tratadas con o sin
BMP9 en un ensayo de transdiferenciacion epitelio-mesénquima (TEM).

Las Figuras 8A-8D son graficos que representan el efecto de BMP9 sobre la expresion de cuatro marcadores de
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fibroblastos diferentes (es decir, aAML, Col lal, proteina especifica de fibroblasto y vimentina) en un ensayo de
TEM.

La Figura 9 representa los efectos de un anticuerpo monoclonal neutralizante de BMP9 y un receptor soluble
(ALK1-Fc) sobre la expresion de FSP-1 inducida por BMP9 en un ensayo de TEM.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion proporciona el uso de anticuerpos antagonistas anti-BMP9 para el tratamiento o la prevencion
de un trastorno fibrético en un sujeto y procedimientos para evaluar si un sujeto tiene o esta en riesgo de desarrollar
un trastorno fibrético. La presente invencion se basa, al menos en parte, en la demostracién por los presentes
inventores de que la BMP9 y la BMP10 desempefian un papel previamente desconocido en la diferenciacion de
fibroblastos en miofibroblastos durante el desarrollo de la fibrosis.

Con el fin de que se pueda entender mas facilmente la presente invencién, se definen previamente determinados
términos. Las definiciones adicionales se proporcionan a lo largo de la descripcion detallada.

|. Definiciones

Tal como se usa en el presente documento, la expresion proteinas morfogenéticas 6seas (también citadas de
manera intercambiable en el presente documento como "BMP") se refiere a un grupo de factores de crecimiento y
citocinas multifuncionales conocidos por su capacidad para inducir la formacion de hueso y cartilago. Hasta la fecha,
se han identificado aproximadamente 20 BMP. Con la excepcion de la proteina morfogenética 6sea 1 (BMP1), todas
las proteinas morfogenéticas dseas pertenecen a la superfamilia del factor de crecimiento transformante beta (TGF
B) (véase Cheny col., Growth Factors. diciembre de 2004;22(4):233-41).

Tal como se usa en el presente documento, la expresion proteina morfogenética ésea 9 (también citada de manera
intercambiable en el presente documento como "BMP9", "BMP-9", "factor de diferenciacion de crecimiento 2", "GDF-
2", "GDF2", y "precursor del factor de crecimiento/diferenciacion 2" se refiere al miembro conocido en la materia de
la superfamilia de TGFB/BMP que es conocido por ser un potente inductor de la diferenciacion de osteoblastos de
las células madre mesenquimales (véase Tang y col. (2008) J Cell Mol Med. [PMID: 19175684]). También se ha
demostrado que la BMP9 esta implicada en la regulacion del metabolismo de la glucosa, capaz de reducir la
glucemia en ratones diabéticos, un factor de diferenciacién para las neuronas colinérgicas en el sistema nervioso
central, y de inducir la expresion de una hormona (hepcidina) que desempefia un papel en la homeostasis del hierro
(David y col. 2008. Circ Res. 25 de abril;102(8):914-22).

Se ha descubierto que tras la activacion de células madre hepéticas, éstas secretan rapidamente cantidades en
aumento de la BMP9, que después inducen la sefializacion mediada por Smadl en hepatocitos, afectando por lo
tanto a la expresion de genes que median la proliferacion y/o la fibrogénesis (Breitkopf y col. 2009, Journal of
Hepatology, vol.50, 1 de abril, pagina S110). Una secuencia representativa de BMP9, incluye, pero no se limita a, la
secuencia expuesta a continuacion.

BMP9 / Factor de diferenciacion de crecimiento 2 [Homo sapiens] (NP_057288) (SEQ ID NO:1)

MCPGALWVALPLLSLLAGSLQGKPLOQSWGRGSAGGNAHSPLGVPGGGLPE

HTFNLKMFLENVKVDFLRSLNLSGVPSQDKTRVEPPQYMIDLYNRYTSDKSTTPA
SNIVRSFSMEDAISITATEDFPFQKHILLFNISIPRHEQITRAELRLYVSCQNHVDPSH
DLKGSVVIYDVLDGTDAWDSATETKTFLVSQDIQDEGWETLEVSSAVKRWVRSD

STKSKNKLEVTVESHRKGCDTLDISVPPGSRNLPFFVVFSNDHSSGTKETRLELRE
MISHEQESVLKKLSKDGSTEAGESSHEEDTDGHVAAGSTLARRKRSAGAGSHCQ

KTSLRVNFEDIGWDSWITAPKEYEAYECKGGCFFPLADDVTPTKHAIVQTLVHLK
FPTKVGKACCVPTKLSPISVLYKDDMGVPTLKYHYEGMSVAECGCR

BMP9 / Factor de diferenciacion de crecimiento 2 [Homo sapiens] (AF188285) (SEQ ID NO:2)
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cggtecagee
cagcagggayg
ggccgectge
gtgggtggee
gagctgggga
tgggetgect
cctgegeage
gcagtacatyg
caacattgtyg
ccecottocag
cagagctgag
gaaaggaagc
agagaccaag
agtgtcocage
ggaagtgact
aggttccaga
ggagaccagg
getgtcocaayg
ccacgtgget
ctgtcaaaayg
tgcacccaayg
cgatgtgacy
aaaggtggge
ggatgacatyg
tgggtgcagy
gaggtcctge
Jaggaaaggyg
aactgccagyg
tgttgggatg
gaaaacaaca
aagttagaga
gcaggoecgeg
tggottccaa

cggcagceggy
atgeceggece
agtctcctet
ctgeecctge
cgagggtety
gagcacacct
cttaacctga
attgacctgt
cggagcttca
aagcacatct
ctccgactcet
gtggtcattt
accttootgg
gccgtgaage
gtggagagcc
aacctgccoct
ctggagcotga
gacggcetcea
goggggtoga
acctecctge
gagtatgaag
ccgacgaaac
aaggectget
ggggtgccea
tagtatctge
atgecececetygy
agcctgcetcet
gaaggctaag
caaggaggtg
gcagtgagcc
ggtggaggag
tgtcacacce
tttagagacc
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tgagagtggg
gcteettece
ctgggtgatt
tgtceetget

ctggggyaaa
tcaacctgaa

gtggggteec
acaacaggta
geatggaaga
tgctcttcaa
atgtctcectg
atgatgttet
tgtoccagga
gotgggtocyg
acaggaagqgqg
tctttgttgt
gggagatgat
cagaggeagy
ctttagecag
gggtaaactt
cctacgagtyg
acgctategt
gtgtgeecac
ccectecaagta
ctgogggget
gcacaacaag
ccctececac
gaaatgggga
atgaaaagga
agaggageac
gocagetoge
atcattgtat
cg

tgctggecag
agctectece
gegegggect
ggctggetee
cgceccacage
gatgtttetyg
ttegeaggac
cacgtocgat
tgcecatcteco
catctcocatt
tcaaaatcac
ggatggaaca
cattcaggat
gtccgactco
ctgcgacacyg
cttctcocaat
cagccatgaa
tgagagecagt
Jeggaaaagyg
cgaggacatce
taagggeggce
gcagacccetyg
caaactgage
ccattacgag
Jgggaggcag
gactgattca
accccaccca
tttgagcaca
gacaggggga
aggcgggceag
tccaaaaccce
gttatttcce

gacggttect
cgtgccoget
aagatgtgte
ctacagggga
ccactggyggy
gagaacgtga
aaaaccaggyg
aagtcgacta
ataactgcca
cctaggcatg
gtggacccct
gatgcctggg
gagggctggg
accaagagca
ctggacatca
gaccacagca
caagagagcg
cacgaggagyg
agegecgggy
ggctgggaca
tgettettee
gtgcatcteca
cccatctecy
ggcatgageg
gccaaagggy
atctgecatge
aagcatacac
acaggaaagc
aaaataatcc
gtcactgcag
ttggggagta
acaacccagt

tcagagcaaa
aacacagecac
ctggggeact
agccactgca
tgectggagyg
aggtggattt
tggagecgcee
cgoccagegto
cagaggactt
agcagatcac
ctcatgacct
atagtgctac
agaccttgga
aaaataagect
gtgtcccoog
gtgggaccaa
tgctcaagaa
acacggatgg
ctggeageca
gctggatcat
cettggetga
agttecccac
tecctetacaa
tggcagagtg
ctecacatga
cagcctggag
cgcotgagete
ctgggagggt
atagtcagca
agactgatgg
gagggaagga
tggaggggcea

Las moléculas de BMP9 de murino y de otros animales se conocen en la materia (véase, por ejemplo, NP_062379
para la BMP9 de murino y NP_001099566 para la BMP9 de rata).

Tal como se usa en el presente documento, la expresién proteina morfogenética 6sea 10 (también citada de manera
intercambiable en el presente documento como "BMP10", "BMP-10", "MGC126783" y "precursor de proteina
morfogenética 6sea 10" se refiere en la materia a un miembro conocido de la superfamilia de TGFR/BMP. Se ha
sugerido que la BMP10 es un componente esencial en la modulaciéon de la proliferacion y maduracion de los
cardiomiocitos durante el desarrollo ventricular cardiaco. (Chen y col.,(2004) Development.131(9):2219-31 y
Neuhaus y col., (1999) Mech Dev., 80(2):181-4).

Una secuencia representativa de BMP10, incluye, pero no se limita a, la secuencia expuesta a continuacion.

Preproproteina de proteina morfogenética ésea 10 [Homo sapiens](NP_055297) (SEQ ID NO:3)

MGSLVLTLCALFCLAAYLVSGSPIMNLEQSPLEEDMSLFGDVFSEQDGVDFNTLL
QSMKDEFLKTLNLSDIPTOQDSAKVDPPEYMLELYNKFATDRTSMPSANIIRSFKNE
DLFSQPVSFNVSIPHHEEVIMAELRLYTLVQRDRMIYDGVDRKITIFEVLESKGDN

EGERNMLVLVSGEIYGTNSEWETFDVTDAIRRWQKSGSSTHQLEVHIESKHDEAE
DASSGRLEIDTSAQNKHNPLLIVFSDDQSSDKERKEELNEMISHEQLPELDNLGLD
SFSSGPGEEALLOMRSNITYDSTARTRRNAKGNY CKRTPLYTDFKETGWDSWITAPP
GYEAYECRGVONYPLAEHLTPTKHATIQALVHLKNSQKASKACCVPTKLEPISILY
LDKGVVTYKFKYEGMAVSECGCR

Proteina morfogenética 6sea 10 [Homo sapiens](NM_014482) (SEQ ID NO:4)
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ggggagagga
cagtgacagg
taaaccttce
ctgtgcgete
gagcagtctce
ggtgtegact
ctoctetgaca
ctctacaaca
ttraagaatg
ctocotottea
tacacactgg
tttgaagtge
tctggggaga
agacgttgge
cacgatgaag
aagcataacc
gaggaactga
gatagctttt
tatgactcca
ctctacatcg
gaagcctatg
aagcatgcaa
tgctgtgtge
acctacaagt
agtcctatgg
ttatttaata
tttgttgtag

agagtggtag
agacatttac
tggcttggcc
Etttctgect
ctotggaaga
ttaacacact
tececoccacgea
aatttgeaac
aagatctgtt
atgtgtecat
tgraaaggga
tggagagcaa
tatatggaac
aaaagtcagy
ctgaggatge
ctttgctcat
atgaaatgat
ccagtggacce
ctgccogaat
acttcaagga
aatgccgtgy
ttatccaggc
ccacaaagct
ttaaatacga
cttatttaat
agggtgtaca
gaaatgeata
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Jdgggagggag
gttccacaag
taggagctcg
ggcagcttac
agatatgtcc
gcotecagage
ggattecageo
agatcggacce
tteccrageeg
tecteaceat
tegtatgata
aggggataat
caacagtgag
ctcateccace
cagcagtgga
cgtgttttct
ttcccatgag
tggggaagag
cagaaggaac
gattgggotgg
tgtttgtaac
cttggtccac
agagcccatc
aggcatggec
aactgtaaat
gtaatagagg
Lttt

agagagagga
ataaaactgc
agcggagtca
ttggtttcty
ctotttggty
atgaaggatg
aaggtggace
tcecatgeect
gtecagtttta
gaagaggtca
tacgatggag
gagggagaaa
tgggagactt
caccagctygyg
cggctagaaa
gatgaccaaa
caacttccag
goctttgttge
gccaaaggaa
gactecctgga
taccccectgyg
ctcaagaatt
tccatcctet
gtctecgaat
gtgtatattt
cttgctgect

agagtttecea
cacttagage
tgggctetet
gcagceccat
atgttttcte
agtttettaa
caccagagta
ctgccaacat
atgggetecy
tcatggetyga
tagaceggaa
gaaacatget
ttgatgtcac
aggtccacat
tagataccag
gcagtgacaa
agctggacaa
agatgagatc
actactgtaa
tcategetce
cagagcatct
cccagaaage
atttagacaa
gtggctgtag
ggtgttcecta
tcaggaaatqg

aacttgtcte
ccagggaage
ggtcctgaca
catgaaccta
agagcaagac
gacactaaac
catgttggaa
cattaggagt
aaaataccec
acttaggcta
aattaccatt
ggtcttggty
agatgccate
tgagagcaaa
tgcccagaat
ggagaggaag
cttgggectyg
aaacatcatc
gaggaccccg
gectggatac
cacacccaca
ttccaaagec
aggcgtegte
atagaagaag
tttaatgaga
gacaggtcag

Las moléculas de BMP10 de murino y de otros animales se conocen en la materia (véase, por ejemplo, NP_033886
para la BMP10 de murino).

Tal como se usa en el presente documento, el término "antagonista" se refiere a cualquier resto que regula
negativamente la actividad de BMP9 y/o BMP10, incluyendo agentes que regulan negativamente la expresion de
BMP9 y/o BMP10 o inhiben la funcion de BMP9 y/o BMP10.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "regula negativamente" se refiere a cualquier descenso
estadisticamente significativo en una actividad bioldgica y/o expresion de BMP9 y/o BMP10, incluyendo el blogqueo
completo de la actividad (es decir, la inhibicién completa) y/o de la expresién. Por ejemplo, "regulacion negativa" se
puede referir a una disminucion de aproximadamente el 10 %, el 20 %, el 30 %, el 40 %, el 50 %, el 60 %, el 70 %, el
80 %, el 90 % o el 100 % en la actividad y/o en la expresién de BMP9 y/o de BMP10.

Tal como se usa en el presente documento, el término “inhibir" o "inhibicion" de fibrosis se refiere a cualquier
descenso estadisticamente significativo en una actividad bioldgica y/o en la expresion de BMP9 y/o de BMP10,
incluyendo el bloqueo completo de la actividad y/o de la expresion. Por ejemplo, "inhibicién" puede referirse a un
descenso de aproximadamente el 10 %, el 20 %, el 30 %, el 40 %, el 50 %, el 60 %, el 70 %, el 80 %, el 90 % o el
100 % en la actividad y/o en la expresién de BMP9 y/o de BMP10.

Tal como se usa en el presente documento, el término "fibrosis" se refiere a la formacion o el desarrollo anémalo de
tejido conectivo fibroso en exceso por las células en un drgano o tejido. Aunque los procesos relacionados con la
fibrosis pueden tener lugar como parte de la formacién o reparacion de tejido normal, la desregulacién de estos
procesos puede llevar a una composicion celular alterada y a una deposicion de tejido conectivo en exceso que
progresivamente deteriora la funcién del tejido o del érgano. Existen varios tipos de fibrosis, por ejemplo, la fibrosis
quistica del pancreas y de los pulmones, la fibrosis por inyeccién, que puede tener lugar como una complicacién de
las inyecciones intramusculares, especialmente en nifios, la fibrosis endomiocardica, la fibrosis pulmonar idiopatica
del pulmon, la fibrosis del mediastino, la mielofibrosis, la fibrosis retroperitoneal, la fibrosis masiva progresiva, una
complicacion de la neumoconiosis de los trabajadores del carbén, y la fibrosis sistémica nefrogénica.

Tal como se usa en el presente documento, Las expresiones "trastorno fibrético”, "afeccién fibrética”, y "enfermedad
fibrética", se usan de manera intercambiable para referirse a un trastorno, afecciéon o enfermedad caracterizada por
fibrosis. Los ejemplos de trastornos fibréticos incluyen, pero sin limitacién, fibrosis vascular, fibrosis pulmonar (por
ejemplo, fibrosis pulmonar idiopatica), fibrosis pancreatica, fibrosis hepatica (por ejemplo, cirrosis), fibrosis renal,
fibrosis musculoesquelética, fibrosis cardiaca (por ejemplo, fibrosis del endomiocardio, miocardiopatia idiopatica),
fibrosis de la piel (por ejemplo, esclerodermia, cicatrizacion cutanea postraumatica, operatoria, queloides y formacion
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de queloides cutaneos), fibrosis ocular (por ejemplo, glaucoma, esclerosis de los 0jos, fibrosis de la conjuntiva y de
la cornea vy terigio), esclerosis sistémica progresiva (ESP), enfermedad injerto contra huésped crénica, enfermedad
de Peyronie, estenosis uretral postcistoscopia, fibrosis retroperitoneal idiopatica y farmacolégicamente inducida,
fibrosis del mediastino, fibrosis masiva progresiva, fibrosis proliferativa y fibrosis neoplasica.

Tal como se usa en el presente documento, el término "célula" se refiere a cualquier célula predispuesta a
experimentar una respuesta fibrética, incluyendo, pero sin limitacion, células individuales, tejidos, y células en tejidos
y o6rganos. El término célula, tal como se usa en el presente documento, incluye a la propia célula, asi como a la
matriz extracelular (MEC) que rodea a la célula. Por ejemplo, la inhibicion de la respuesta fibrética de una célula,
incluye, pero sin limitacion, la inhibiciéon de la respuesta fibrética de una o mas células en el pulmén (o en el tejido
pulmonar); una o mas células en el higado (o en el tejido hepatico); una o mas células en el rifibn (o en el tejido
renal); una o mas células en el tejido muscular; una o mas células en el corazén (o en el tejido cardiaco); una o mas
células en el pancreas; una o mas células en la piel; una o mas células en el hueso, una o mas células en el sistema
vascular, una o mas células madre o una o mas células en el ojo.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "transicion epitelio-mesénquima" (TEM) se refiere a la
conversion desde un fenotipo epitelial hasta un fenotipo mesenquimatico, que es un proceso normal del desarrollo
embrionario. La TEM es también el proceso mediante el cual las células epiteliales que funcionan como
transportadores ionicos y de fluidos llegan a ser células mesenquimaticas que remodelan la matriz. En carcinomas,
esta transformacién da como resultado la alteraciéon de la morfologia celular, la expresion de proteinas
mesenquimaticas y un aumento de la capacidad de invasion. Los criterios para definir la TEM in vitro implican la
pérdida de polaridad de las células epiteliales, la separacion en células individuales y la posterior dispersion tras la
adquisicion de motilidad celular (véase Vincent-Salomon y col., Breast Cancer Res. 2003; 5(2): 101-106). Las clases
de moléculas que cambian en la expresion, distribuciéon y/o funcion durante la TEM, y que estan causalmente
implicadas, incluyen factores de crecimiento (por ejemplo, factores de crecimiento transformante (TGF)-8, wnts),
factores de transcripcion (por ejemplo, snails, SMAD, LEF y B-catenina nuclear), moléculas del eje de adhesion
célula a célula (cadherinas, cateninas), moduladores del citoesqueleto (familia Rho) y proteasas extracelulares
(metaloproteinasas de la matriz, activadores del plasmindgeno) (véase Thompson y col., Cancer Research 65, 5991-
5995, 15 de julio de 2005).

Il. Métodos de tratamiento o prevencién de trastorn os fibréticos

La presente invencion proporciona métodos novedosos de tratamiento y/o prevencion de un trastorno fibrético en un
sujeto. Los métodos incluyen la administracion a un sujeto de una cantidad eficaz de un antagonista de BMP9,
tratando y/o previniendo de este modo un trastorno fibrético en un sujeto.

Los términos "tratar”, "tratado”, "tratando”, y "tratamiento”, tal como se usan en el presente documento, se refieren a
las medidas terapéuticas descritas en el presente documento. Los métodos de "tratamiento" incluyen la
administracion de un anticuerpo antagonista de BMP9 a un sujeto con el fin de curar, reducir la gravedad o aliviar
uno o mas sintomas de una enfermedad o afeccion fibrética, con el fin de prolongar la salud o la supervivencia de un
sujeto mas alla de lo esperado en ausencia de tal tratamiento. Por ejemplo, "tratamiento” incluye el alivio de un
sintoma de enfermedad fibrotica (por ejemplo, dificultad para respirar, astenia, tos, pérdida de peso, pérdida de
apetito asociada con fibrosis pulmonar o anorexia, astenia, pérdida de peso, hipertension portal y ascitis asociada
con fibrosis hepatica) en un sujeto en al menos el 5 %, el 6 %, el 7 %, el 8 %, el 9 %, el 10 %, el 11 %, el 12 %, el 13
%, el 14 %, el 15 %, el 16 %, el 17 %, el 18 %, el 19 %, el 20 %, el 25 %, el 30 %, el 35 %, el 40 %, el 45 %, el 50 %,
el 55 %, el 60 %, el 65 %, el 70 %, el 75 %, el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 95 % o mas.

Los términos "prevenir”, "prevenido"”, "previniendo" y "prevencién”, tal como se usan en el presente documento, se
refieren a medidas preventivas descritas en el presente documento. Los métodos de “"prevencion" incluyen la
administracion de un anticuerpo antagonista de BMP9 a un sujeto con el fin de retrasar, prevenir o impedir uno o
mas sintomas de una enfermedad o afeccién. Por ejemplo, "prevenciéon” incluye una aparicion retrasada o una
inhibiciéon de un sintoma de enfermedad fibrética (por ejemplo, dificultad para respirar, astenia, tos, pérdida de peso,
pérdida de apetito asociada con fibrosis pulmonar o anorexia, astenia, pérdida de peso, hipertension portal y ascitis
asociada con fibrosis hepatica) en un sujeto en al menos el 5 %, el 6 %, el 7 %, el 8 %, el 9 %, el 10 %, el 11 %, el
12 %, el 13 %, el 14 %, el 15 %, el 16 %, el 17 %, el 18 %, el 19 %, el 20 %, el 25 %, el 30 %, el 35 %, el 40 %, el 45
%, el 50 %, el 55 %, el 60 %, el 65 %, el 70 %, el 75 %, el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 95 % o0 mas.

Los términos "paciente” o "sujeto” tal como se usan en el presente documento pretenden incluir al ser humano y a
pacientes veterinarios. En una realizacion particular, el sujeto es un ser humano. El término "animal no humano"
incluye todos los vertebrados, por ejemplo, mamiferos y no mamiferos, tales como primates no humanos, ratones,
conejos, ovejas, perro, vaca, pollos, anfibios y reptiles.
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A. Indicaciones

Los métodos de la presente invencién se pueden usar para tratar y/o prevenir trastornos fibréticos. Los tipos
ejemplares de trastornos fibréticos incluyen, aunque sin limitacion, fibrosis vascular, fibrosis pulmonar (por ejemplo,
fibrosis pulmonar idiopatica), fibrosis pancreatica, fibrosis hepatica (por ejemplo, cirrosis), fibrosis renal, fibrosis
musculoesquelética, fibrosis cardiaca (por ejemplo, fibrosis del endomiocardio, miocardiopatia idiopatica), fibrosis de
la piel (por ejemplo, esclerodermia, cicatrizacion cutanea postraumatica, operatoria, queloides y formaciéon de
queloides cutaneos), fibrosis ocular (por ejemplo, glaucoma, esclerosis de los ojos, fibrosis de la conjuntiva y de la
cérnea y terigio), esclerosis sistémica progresiva (ESP), enfermedad injerto contra huésped cronica, enfermedad de
Peyronie, estenosis uretral postcistoscopia, fibrosis retroperitoneal idiopatica y farmacoldgicamente inducida, fibrosis
del mediastino, fibrosis masiva progresiva, fibrosis proliferativa, fibrosis neoplasica, enfermedad de Dupuytren,
estenosis y fibrosis inducida por radiaciéon. En una realizacion particular, el trastorno fibrético no es mielofibrosis.

B. Terapias de combinacién

La presente invencion contempla el uso de BMP9 y los antagonistas en combinacion con una u otras modalidades
terapéuticas mas. Por lo tanto, ademas del uso del anticuerpo antagonista de BMP9, se puede administrar al sujeto
una o mas terapias "convencionales" para el tratamiento de trastornos fibréticos. Por ejemplo, se pueden administrar
los antagonistas en combinacién con (es decir, junto con o unidos a (es decir, un inmunoconjugado)) citotoxinas,
agentes inmunosupresores, agentes radiotdxicos y/o anticuerpos terapéuticos. Los coterapéuticos contemplados por
la presente invenciéon incluyen, aunque sin limitacion, esteroides (por ejemplo, corticosteroides, tales como
prednisona), agentes inmunosupresores y/o antiinflamatorios (por ejemplo, interferén gamma, ciclofosfamida,
azatioprina, metotrexato, penicilamina, ciclosporina, colchicinas, globulina antitimocitica, micofenolato mofetilo e
hidroxicloroquina), farmacos citotéxicos, bloqueadores de los canales de calcio (por ejemplo, nifedipina), inhibidores
de la enzima convertidora de la angiotensina (ECA), acido para-aminobenzoico (PABA), dimetilsulféxido, inhibidores
del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), inhibidores de interleucina 5 (IL-5) e inhibidores de pan
caspasa.

Los agentes antifibroticos que se pueden usar en combinacién con un anticuerpo antagonista de BMP9 incluyen,
aunque sin limitacion, lectinas (tal como se describe en, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N.% 7.026.283,
asi como los agentes antifibréticos descritos por Wynn y col. (Journal Clin. Invest. Vol 117 Numero 3, marzo de
2007, p524. Por ejemplo, los agentes antifibréticos y las terapias adicionales incluyen, aunque sin limitacion,
diversos farmacos antiinflamatorios/ inmunosupresores/ citotoxicos (que incluyen colchicina, azatioprina,
ciclofosfamida, prednisona, talidomida, pentoxifilina y teofilina), modificadores de la sefializacién del TGF- (que
incluyen relaxina, SMAD7, HGF y BMP7, asi como inhibidores de TGF-f1, TGFBRI, TGFBRII, EGR-1 y CTGF),
citocina y antagonistas del receptor de citocina (inhibidores de IL-18, IL-5, IL-6, IL-13, IL-21, IL-4R, IL-13Ral, GM-
CSF, TNF-q, oncostatina M, WISP-1 y PDGF), citocinas y quimiocinas (IFN-y, IFN-a/B, IL-12, IL-10, HGF, CXCL10 y
CXCL11), antagonistas de quimiocinas (inhibidores de CXCL1, CXCL2, CXCL12, CCL2, CCL3, CCL6, CCL17 y
CCL18), antagonistas del receptor de quimiocinas (inhibidores de CCR2, CCR3, CCR5, CCR7, CXCR2 y CXCR4),
antagonistas de TLR (inhibidores de TLR3, TLR4 y TLR9), antagonistas de angiogénesis (anticuerpos especificos de
VEGF vy terapia de reemplazo de adenosina desaminasa), farmacos antihipertensivos (beta bloqueantes e
inhibidores de ANG Il, ECA y aldosterona), sustancias vasoactivas (antagonistas del receptor ET-1 y bosetan),
inhibidores de enzimas que sintetizan y procesan colageno (inhibidores de prolil hidroxilasa), antagonistas de
linfocitos B (rituximab), antagonistas de integrina/moléculas de adhesion (moléculas que bloquean las integrinas
alBl y avB6, asi como los inhibidores de cinasa ligada a integrina y anticuerpos especificos para ICAM-1 y VCAM-
1), farmacos proapoptéticos que se dirigen a miofibroblastos, inhibidores de MMP (inhibidores de MMP2, MMP9 y
MMP12) e inhibidores de TIMP (anticuerpos especificos para TIMP-1).

El anticuerpo antagonista de BMP9 y el agente coterapéutico o la coterapia se puede administrar en la misma
formulaciéon o de manera separada. En el caso de la administracion separada, el anticuerpo antagonista de BMP9 se
puede administrar antes, después o de manera concurrente con el coterapéutico o la coterapia. Un agente puede
preceder o seguir la administracién del otro agente en intervalos que varian de minutos a semanas. En realizaciones
en las que se apliquen por separado dos o mas tipos diferentes de agentes terapéuticos a un sujeto, en general, se
aseguraria de que no pase un periodo de tiempo significativo entre el momento de administracion, de manera que
estos diferentes tipos de agentes aun sean capaces de ejercer un efecto ventajosamente combinado sobre los
tejidos o células diana.

En una realizacion, el anticuerpo antagonista de BMP9 (por ejemplo, un anti-BMP9 o anti-anticuerpo) se puede unir
a una segunda molécula de union, tal como un anticuerpo (es decir, formando de este modo una molécula
biespecifica) u otro agente de unién que, por ejemplo, se una a una diana diferente o a un epitopo diferente sobre
BMP9 o BMP10. Los ejemplos de agentes terapéuticos adicionales que se pueden usar en terapia de combinacion
con los antagonistas desvelados en el presente documento se describen en mayor detalle a continuacion en la
seccién de inmunoconjugados.
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C. Dosificaciones/ Cantidades

Las expresiones "cantidad eficaz" y "cantidad terapéuticamente eficaz" tal como se usa en el presente documento,
se refieren a una cantidad de un anticuerpo antagonista de BMP9 que es suficiente como para efectuar un
tratamiento o la prevencion de un trastorno fibrético, tal como se describe en el presente documento, cuando se
administra a un sujeto. Una cantidad terapéuticamente eficaz variard dependiendo del sujeto y de la gravedad del
trastorno fibrético que se esta tratando, del peso y de la edad del sujeto, de la forma de administracién y similares,
que se puede determinar facilmente por el experto en la materia. Las dosificaciones de anticuerpo antagonista de
BMP9 para la administracion pueden variar desde, por ejemplo, de aproximadamente 1 ng a aproximadamente
10.000 mg, de aproximadamente 5 ng a aproximadamente 9.500 mg, de aproximadamente 10 ng a
aproximadamente 9.000 mg, de aproximadamente 20 ng a aproximadamente 8.500 mg, de aproximadamente 30 ng
a aproximadamente 7.500 mg, de aproximadamente 40 ng a aproximadamente 7.000 mg, de aproximadamente 50
ng a aproximadamente 6.500 mg, de aproximadamente 100 ng a aproximadamente 6.000 mg, de aproximadamente
200 ng a aproximadamente 5.500 mg, de aproximadamente 300 ng a aproximadamente 5.000 mg, de
aproximadamente 400 ng a aproximadamente 4.500 mg, de aproximadamente 500 ng a aproximadamente 4.000
mg, de aproximadamente 1 ug a aproximadamente 3.500 mg, de aproximadamente 5 pyg a aproximadamente 3.000
mg, de aproximadamente 10 pyg a aproximadamente 2.600 mg, de aproximadamente 20 ug a aproximadamente
2.575 mg, de aproximadamente 30 ug a aproximadamente 2.550 mg, de aproximadamente 40 ug a
aproximadamente 2.500 mg, de aproximadamente 50 ug a aproximadamente 2.475 mg, de aproximadamente 100
Mg a aproximadamente 2.450 mg, de aproximadamente 200 ug a aproximadamente 2.425 mg, de aproximadamente
300 pg a aproximadamente 2.000, de aproximadamente 400 pg a aproximadamente 1.175 mg, de aproximadamente
500 pg a aproximadamente 1.150 mg, de aproximadamente 0,5 mg a aproximadamente 1.125 mg, de
aproximadamente 1 mg a aproximadamente 1.100 mg, de aproximadamente 1,25 mg a aproximadamente 1.075 mg,
de aproximadamente 1,5 mg a aproximadamente 1.050 mg, de aproximadamente 2,0 mg a aproximadamente 1.025
mg, de aproximadamente 2,5 mg a aproximadamente 1.000 mg, de aproximadamente 3,0 mg a aproximadamente
975 mg, de aproximadamente 3,5 mg a aproximadamente 950 mg, de aproximadamente 4,0 mg a aproximadamente
925 mg, de aproximadamente 4,5 mg a aproximadamente 900 mg, de aproximadamente 5 mg a aproximadamente
875 mg, de aproximadamente 10 mg a aproximadamente 850 mg, de aproximadamente 20 mg a aproximadamente
825 mg, de aproximadamente 30 mg a aproximadamente 800 mg, de aproximadamente 40 mg a aproximadamente
775 mg, de aproximadamente 50 mg a aproximadamente 750 mg, de aproximadamente 100 mg a aproximadamente
725 mg, de aproximadamente 200 mg a aproximadamente 700 mg, de aproximadamente 300 mg a
aproximadamente 675 mg, de aproximadamente 400 mg a aproximadamente 650 mg, aproximadamente 500 mg, o
de aproximadamente 525 mg a aproximadamente 625 mg de un anticuerpo antagonista de BMP9. Los regimenes de
dosificacién se pueden ajustar para proporcionar la respuesta terapéutica 6ptima. Una cantidad eficaz es también
una en la que cualquier efecto toxico o perjudicial (es decir, efectos secundarios) de un anticuerpo antagonista de
BMP9 se minimizan y/o se compensan mediante los efectos beneficiosos.

Los niveles de dosificacion reales del anticuerpo antagonista de BMP9 usado en los métodos de la presente
invencion pueden variar para obtener una cantidad del principio activo que es eficaz para lograr la respuesta
terapéutica deseada para un paciente particular, la composicion y el modo de administracion, sin ser téxicas para el
paciente. El nivel de dosificacién seleccionado dependera de una variedad de factores farmacocinéticos que incluyen
la actividad del anticuerpo antagonista de BMP9 particular empleado, o el éster, la sal o la amida del mismo, la via
de administracion, el tiempo de administracion, la tasa de eliminacion del antagonista particular que se esta
empleando, la duracién del tratamiento, otros farmacos, compuestos y/o materiales usados en combinacion con el
antagonista particular empleado, la edad, el sexo, el peso, la afeccion, el estado de salud general y los antecedentes
médicos del paciente que se esté tratando, y factores similares bien conocidos en las técnicas médicas. Un médico o
veterinario que tenga experiencia en la materia puede determinar y prescribir facilmente la cantidad eficaz del
antagonista requerido. Por ejemplo, el médico o el veterinario podria comenzar con dosis del antagonista a niveles
mas bajos del requerido con el fin de lograr el efecto terapéutico deseado y aumentar gradualmente la dosificacién
hasta que se logre el efecto deseado. En general, una dosis diaria adecuada de un anticuerpo antagonista de BMP9
sera esa cantidad que es la dosis eficaz mas baja para producir un efecto terapéutico. Tal dosis eficaz dependera
generalmente de los factores descritos anteriormente. Se prefiere que la administracién sea intravenosa,
intramuscular, intraperitoneal o subcutanea, preferentemente administrada de manera préxima al sitio de la diana. Si
se desea, la dosis diaria eficaz de un anticuerpo antagonista de BMP9 se puede administrar como dos, tres, cuatro,
cinco, seis 0 mas subdosis administradas por separado en intervalos apropiados a lo largo del dia, de manera
opcional, en formas de dosificacién unitarias. Cuando sea posible administrar un anticuerpo antagonista de BMP9 de
la presente invencién solo, es preferible administrar el antagonista como una formulacién farmacéutica
(composicion).

Los regimenes de dosificacion se ajustan para proporcionar la respuesta Optima deseada (por ejemplo, una
respuesta terapéutica). Por ejemplo, se puede administrar un Unico bolo, se pueden administrar varias dosis
divididas a lo largo del tiempo o se puede reducir o aumentar proporcionalmente la dosis tal como se indique con las
exigencias de la situacién terapéutica. Por ejemplo, el anticuerpo antagonista de BMP9 usado en los métodos de la
presente invencion se puede administrar una vez o dos veces semanalmente mediante inyeccion subcutanea o una
o dos veces mensualmente mediante inyeccion subcutanea.
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Es especialmente ventajoso formular anticuerpos antagonistas de BMP9 parenterales en formas de dosificacion
unitaria para la facilidad de la administracién y la uniformidad de la dosificacion. La forma de dosificacion unitaria
usada en el presente documento se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones
unitarias para los sujetos a tratar; cada unidad contiene una cantidad predeterminada del antagonista activo
calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociaciéon con el vehiculo farmacéutico requerido. La
especificacion para las formas de dosificacion unitaria se dictan por y dependen directamente de (a) las
caracteristicas Unicas del antagonista activo y el efecto terapéutico particular a lograr, y (b) las limitaciones
inherentes en la técnica de componer tal antagonista activo para el tratamiento de la sensibilidad en sujetos.

D. Métodos de administracién y formulaciones

Para administrar un anticuerpo antagonista de BMP9 usado en los métodos de la presente invencién mediante
determinadas vias de administracion, puede ser necesario incluir el antagonista en una formulacién adecuada para
evitar su inactivacion. Por ejemplo, el anticuerpo antagonista de BMP9 se puede administrar a un sujeto en un
vehiculo apropiado, por ejemplo, liposomas o un diluyente. Los diluyentes farmacéuticamente aceptables incluyen
soluciones salinas y soluciones acuosas tamponadas. los liposomas incluyen emulsiones de CGF de agua en aceite
en agua, asi como liposomas convencionales (Strejan y col. (1984) J. Neuroimmunol. 7:27).

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones acuosas estériles o dispersiones y polvos estériles
para la preparacion extemporanea de soluciones estériles inyectables o dispersiones. El uso de dichos medios y
agentes para sustancias farmacéuticamente activas es conocido en la materia. Excepto en la medida en que
cualquier medio o agente convencional sea incompatible con el anticuerpo antagonista de BMP9, se contempla el
uso de los mismos en las composiciones farmacéuticas. Los compuestos activos suplementarios también se pueden
incorporar con el anticuerpo antagonista de BMP9.

El anticuerpo terapéutico antagonista de BMP9 tipicamente debe ser estéril y estable en las condiciones de
fabricacion y almacenamiento. El antagonista se puede formular como una solucién, microemulsion, liposoma u otra
estructura ordenada adecuada para la alta concentracion de farmaco. El vehiculo puede ser un disolvente 0 medio
de dispersién que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol
liquido y similares) y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez adecuada puede mantenerse, por ejemplo,
mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula necesario
en caso de dispersion, y mediante el uso de tensioactivos. En muchos casos, sera preferente incluir agentes
isotonicos, por ejemplo, azucares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol o cloruro sédico en la composicion. La
absorciéon prolongada de las composiciones inyectables se puede efectuar incluyendo un agente que retrase la
absorcion, por ejemplo, sales de monoestearato y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando el antagonista activo en la cantidad requerida
en un disolvente apropiado con uno o una combinacion de los ingredientes enumerados anteriormente, segln sea
necesario, seguido de esterilizacion por microfiltracion.

En general, las dispersiones se preparan mediante la incorporacion del compuesto activo en un vehiculo estéril que
contiene un medio de dispersion bésico y los otros ingredientes requeridos de los enumerados anteriormente. En el
caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los métodos de preparacion
preferidos son el secado al vacio y el secado en frio (liofilizacion) que producen un polvo del principio activo mas
cualquier ingrediente adicional deseado a partir una solucién del mismo previamente esterilizada por filtracion.

El anticuerpo antagonista de BMP9 que se puede usar en los métodos de la presente invencion incluyen aquellos
adecuados para la administracion oral, nasal, topica (incluyendo bucal y sublingual), rectal, vaginal y/o parenteral.
Las formulaciones se pueden presentar de manera conveniente en forma de dosificacion unitaria y se pueden
preparar mediante cualquiera de los métodos conocidos en la materia de farmacia. La cantidad de principio activo
gue se puede combinar con un material de vehiculo para producir una Unica forma de dosificacion variara
dependiendo del sujeto que se esté tratando y del modo particular de administracion. La cantidad de principio activo
qgue se puede combinar con un material de vehiculo para producir una Unica forma de dosificacion generalmente
serd aquella cantidad de antagonista que produce un efecto terapéutico. En general, de un cien por ciento, esta
cantidad variara desde aproximadamente el 0,001 por ciento a aproximadamente el noventa por ciento de principio
activo, preferentemente desde aproximadamente el 0,005 por ciento a aproximadamente el 70 por ciento, lo mas
preferentemente desde aproximadamente el 0,01 por ciento hasta aproximadamente el 30 por ciento.

Las frases "administracion parenteral" y "administrado por via parenteral’, tal como se usan en el presente
documento, se refieren a modos de administracién que no sean la administracion enteral y tdpica, normalmente
mediante inyeccion e incluyen, sin limitacion, inyeccion e infusién intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal,
intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular,
intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal, epidural e intraesternal.
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Los ejemplos de los vehiculos acuosos y no acuosos adecuados que se pueden emplear junto con el anticuerpo
antagonista de BMP9 utilizado en los métodos de la presente invencion incluyen agua, etanol, polioles (tales como
glicerol, propilenglicol, polietilenglicol y similares) y mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales, tales como
aceite de oliva y ésteres organicos inyectables, tales como oleato de etilo. La fluidez adecuada se puede mantener,
por ejemplo, mediante el uso de materiales de recubrimiento, tal como lecitina, mediante el mantenimiento del
tamafio de particula necesario en caso de dispersiones, y mediante el uso de tensioactivos.

El anticuerpo antagonista de BMP9 también se puede administrar con adyuvantes tales como conservantes, agentes
humectantes, agentes emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencion de la presencia de microorganismos se
puede asegurar mediante procedimientos de esterilizacion y mediante la inclusion de diversos agentes
antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabeno, clorbutanol, fenol de acido soérbico y similares. También puede
ser deseable incluir agentes isotdnicos, tales como azlcares, cloruro sddico y similares en las composiciones.
Ademas, la absorcion prolongada de la forma inyectable del farmaco se puede llevar a cabo mediante la inclusién de
agentes que retrasen la absorcion, tales como monoestearato de aluminio y gelatina.

Cuando el anticuerpo antagonista de BMP9 usado en los métodos de la presente invencién se administra a seres
humanos y animales, se puede dar solo 0 como un antagonista farmacéutico que contiene, por ejemplo, del 0,001 al
90 % (mas preferentemente, del 0,005 al 70 %, tal como del 0,01 al 30 %) de principio activo en combinacién con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

El anticuerpo antagonista de BMP9 se puede administrar con dispositivos médicos conocidos en la materia. Por
ejemplo, en una realizacion preferida, se puede administrar un antagonista con un dispositivo de inyeccion
hipodérmica sin aguja, tal como los dispositivos desvelados en las Patentes de Estados Unidos N.° 5.399.163,
5.383.851, 5.312.335, 5.064.413, 4.941.880, 4.790.824 o0 4.596.556. Los ejemplos de implantes y médulos bien
conocidos utiles en la presente invencion incluyen: la Patente de Estados Unidos N.° 4.487.603, que desvela una
bomba de microinfusion implantable para dispensar medicamento a una tasa controlada; la Patente de Estados
Unidos N.° 4.486.194, que desvela un dispositivo terapéutico para administrar medicamentos a través de la piel; la
Patente de Estados Unidos N.° 4.447.233, que desvela una bomba de infusion de medicamento para suministrar
medicamento a una tasa de infusidn precisa; la Patente de Estados Unidos N.° 4.447.224, que desvela un aparato
de infusion implantable de flujo variable para la administraciéon continua de farmaco; la Patente de Estados Unidos
N.° 4.439.196, que desvela un sistema de administracion osmoética de farmaco que tiene compartimentos
multicamara; y la Patente de Estados Unidos N.° 4.475.196, que desvela un sistema de administracion osmética de
farmaco. Muchos otros de estos implantes, sistemas de administracion y médulos son conocidos por los expertos en
la materia.

En ciertas realizaciones, se pueden formular los antagonistas para asegurar la adecuada distribucién in vivo. Por
ejemplo, la barrera hematoencefalica (BHM) excluye muchos compuestos altamente hidrofilicos. Para asegurar que
el anticuerpo antagonista de BMP9 cruza la BHM (si se desea), se pueden formular, por ejemplo, en liposomas. Para
los métodos de fabricacién de liposomas, véase, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos 4.522.811; 5.374.548;
y 5.399.331. Los liposomas pueden comprender uno o mas grupos que se transportan de manera selectiva en
células u drganos especificos, mejorando de este modo la administracion dirigida de farmaco (véase, por ejemplo,
V.V. Ranade (1989) J. Clin. Pharmacol. 29:685). Los grupos de direccionamiento ejemplares incluyen folato o biotina
(véase,por ejemplo, la Patente de Estados Unidos 5.416.016 para Low y col.); manésidos (Umezawa y col., (1988)
Biochem. Biophys. Res. Commun. 153:1038); anticuerpos (P.G. Bloeman y col. (1995) FEBS Lett. 357:140; M.
Owais y col. (1995) Antimicrob. Agents Chemother. 39:180); receptor de proteina A del tensioactivo (Briscoe y col.
(1995) Am. J. Physiol. 1233:134), diferentes especies de las cuales pueden comprender las formulaciones de las
invenciones, asi como componentes de las moléculas inventadas; p120 (Schreier y col. (1994) J. Biol. Chem.
269:9090); véase también K. Keinanen; M.L. Laukkanen (1994) FEBS Lett. 346:123; J.J. Killion; 1.J. Fidler (1994)
Immunomethods 4:273.

I1l. Métodos de diagnéstico

La presente invencion también proporciona métodos novedosos para evaluar si un sujeto tiene o esta en riesgo de
desarrollar un trastorno fibrético. Los individuos sospechosos de tener un trastorno fibrético se beneficiarian de una
deteccién temprana, de manera que la progresion de la enfermedad fibrética se pueda retrasar o incluso detener.
Los métodos incluyen evaluar si un sujeto tiene o esta en riesgo de desarrollar un trastorno fibrético, que comprende
poner en contacto una muestra de un sujeto con un reactivo capaz de detectar BMP9 y detectar la BMP9 o la
BMP10, en donde un nivel elevado de BMP9 en relacién con un control es un indicativo de que el sujeto tiene o esta
en riesgo de desarrollar un trastorno fibrético.

La invenciéon proporciona adicionalmente métodos para determinar o predecir la eficacia de un régimen de
tratamiento para tratar un trastorno fibrético. Estos métodos incluyen evaluar la eficacia de un régimen de
tratamiento para tratar un trastorno fibrético en un sujeto, comprendiendo el método: a) poner en contacto una
primera muestra obtenida del sujeto antes de administrar al menos una parte del régimen de tratamiento al sujeto
con un reactivo capaz de detectar BMP9 o BMP10; b ) poner en contacto una segunda muestra obtenida del sujeto
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tras la administracion de al menos una parte del régimen de tratamiento con un reactivo capaz de detectar BMP9 o
BMP10; y ¢) comparar los niveles de BMP9 de la primera y segunda muestra, en donde un elevado nivel de BMP9
presente en la primera muestra, en relacion con la segunda muestra, es un indicativo de que el régimen de
tratamiento es eficaz para tratar un trastorno fibrético en el sujeto.

En una realizacion particular, el método puede incluir una etapa adicional de detecciéon de un marcador adicional de
fibrosis, incluyendo, pero sin limitacién, alfa actina de musculo liso, colageno de tipo lll, proteina oligomérica de la
matriz del cartilago, colageno de tipo |, colageno de tipo IV, proteina 1 especifica de fibroblastos, fibronectina,
serpinEl, periostina, IGFBP3, SPARC, CTGF, TGFb, Cyr61, y fosfo smad 2/3, usando ensayos bien conocidos en la
materia. Tales ensayos incluyen, aunque sin limitacion, métodos inmunoldgicos para la deteccidon de proteinas,
métodos de purificacién de proteinas, ensayos de funcién o actividad proteica, métodos de hibridaciéon de acido
nucleico, métodos de transcripcién inversa de acido nucleico y métodos de amplificacion de acido nucleico, ELISA,
inmunotransferencia, analisis por transferencia de Western, andlisis por transferencia de Northern, microscopia
electronica y andlisis por transferencia de Southern. En una realizacién particular, el método puede incluir
adicionalmente la deteccion de fibrosis usando biopsias, tales como biopsias de higado, o dispositivos
comercialmente disponibles, tales como Fibroscan (disponible en Londres, Reino Unido) o Fibrotest (disponible en
Francia, Europa).

Tal como se usa en el presente documento, el término "muestra” incluye cualquier fluido corporal (por ejemplo,
liquido sanguineo, linfa, liquido ginecoldgico, liquido cistico, orina, liquidos oculares y liquidos recogidos mediante
enjuague peritoneal) o una célula de un sujeto. Normalmente, el tejido o célula se extraera del paciente, pero
también se contempla el diagnéstico in vivo. Otras muestras de pacientes, incluyen lagrimas, suero, liquido
cefalorraquideo, heces, esputos y extractos celulares.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "reactivo capaz de detectar BMP9 y/o BMP10" incluye
cualquier reactivo capaz de unirse de manera especifica con BMP9 y transformar BMP9 en un grupo detectable. Los
reactivos detectables incluyen anticuerpos, derivados de anticuerpos, fragmentos de anticuerpos y similares. Los
reactivos adecuados para la uniéon con un acido nucleico de BMP9 (por ejemplo, un ADN genémico, un ARNm, un
ARNm cortado y empalmado, un ADNc o similares) incluyen acidos nucleicos complementarios. Por ejemplo, los
reactivos de acidos nucleicos pueden incluir oligonucleétidos (marcados o no marcados) fijados a un sustrato,
oligonucledtidos marcados no unidos con un sustrato, pares de cebadores de PCR, sondas de balizas moleculares y
similares.

Tal como se usa en el presente documento, el término "control" puede ser el nivel de BMP9 en una muestra de un
sujeto que no padece fibrosis. Puede ser el mismo tipo de muestra que la muestra de ensayo o diferente. Por
ejemplo, si la muestra del sujeto que se esta ensayando es una muestra de higado (por ejemplo, una célula, un
grupo de células o tejido obtenido de una biopsia del higado), entonces la muestra de control también puede ser una
muestra de higado de un sujeto que no padece un trastorno fibrético. Como alternativa, la muestra de control puede
ser de un tipo diferente, por ejemplo, puede ser una muestra de sangre de un sujeto que no padece un trastorno
fibrético. En otras realizaciones, la muestra de control puede ser un grupo de muestras de un sujeto que no tiene un
trastorno fibrético o una muestra de un grupo de sujetos que no tienen trastorno fibrético.

Tal como se usa en el presente documento, "un nivel anémalo" de BMP9 es cualquier nivel de BMP9 que difiere del
nivel de control de BMP9 y/o de BMP10, por ejemplo, los niveles significativamente mayores o elevados, o los
niveles significativamente menores o disminuidos.

Tal como se usa en el presente documento, un "nivel superior”, "nivel elevado”, o "nivel aumentado" de BMP9 se
refiere a un nivel que es elevado en relacion con un control adecuado. Preferentemente, el diferencial del control
adecuado es mayor que el error estandar del ensayo empleado para evaluar el nivel. Por otra parte, el nivel elevado
es preferentemente al menos dos veces y mas preferentemente tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o diez
veces el nivel de BMP9 en un control adecuado (por ejemplo, una muestra de un sujeto que no tiene una
enfermedad fibrética o el nivel promedio de BMP9 en varias muestras de control u otro punto de referencia
adecuado).

Tal como se usa en el presente documento, un "nivel deprimido", "nivel menor" o "nivel disminuido" de una BMP9 se
refiere a un nivel que ha disminuido en relacién con un control adecuado. Preferentemente, el diferencial del control
adecuado es mayor que el error estandar del ensayo empleado para evaluar el nivel. El nivel disminuido es
preferentemente al menos dos veces, y mas preferentemente tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o diez
veces menor que el nivel del control adecuado (por ejemplo, el nivel en un sujeto sano que no tiene una enfermedad
fibrética o el nivel promedio de BMP9 en varias muestras de control u otro punto de referencia adecuado).

Tal como se usa en el presente documento, los términos "eficaz" y "eficacia" se refieren a la probabilidad de que un
régimen de tratamiento trate un trastorno fibrético en un sujeto. Por ejemplo, un régimen de tratamiento se considera
"eficaz" y se considera una opcién de tratamiento viable si el tratamiento lleva a un alivio de los sintomas de la
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enfermedad fibrotica (por ejemplo, dificultad para respirar, astenia, tos, pérdida de peso, pérdida de apetito asociada
con fibrosis pulmonar o anorexia, astenia, pérdida de peso, hipertension portal y ascitis asociada con fibrosis
hepatica) en un sujeto en al menos el 5 %, el 6 %, el 7 %, el 8 %, el 9 %, el 10 %, el 11 %, el 12 %, el 13 %, el 14 %,
el 15 %, el 16 %, el 17 %, el 18 %, el 19 %, el 20 %, el 25 %, el 30 %, el 35 %, el 40 %, el 45 %, el 50 %, el 55 %, el
60 %, el 65 %, el 70 %, el 75 %, el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 95 % o mas.

A. Ensayos

La presencia, la ausencia y/o el nivel de BMP9 en una muestra bioldgica obtenida de un sujeto se puede evaluar
mediante cualquiera de una amplia variedad de técnicas y métodos in vitro e in vivo, que transforman la BMP9 en la
muestra en un grupo que se puede detectar y cuantificar. Los ejemplos no limitantes de tales métodos incluyen
analizar la muestra usando métodos inmunolégicos para la deteccion de proteinas, métodos de purificacion de
proteinas, ensayos de funcion o actividad proteica, métodos de hibridacion de acido nucleico, métodos de
transcripcion inversa de acido nucleico y métodos de amplificaciéon de acido nucleico, ensayos inmunoabsorbentes
ligados a enzima (ELISA), inmunotransferencia, andlisis por transferencia de Western, analisis por transferencia de
Northern, microscopia electronica, espectrometria de masas, inmunoprecipitaciones, inmunofluorescencia,
hibridaciones de Southern y similares. Tales técnicas, asi como otras descritas en el presente documento, también
se pueden usar para detectar marcadores fibroticos adicionales, incluyendo, pero sin limitacion, alfa actina de
musculo liso, colageno de tipo lll, proteina oligomérica de la matriz del cartilago, colageno de tipo |, colageno de tipo
IV, proteina 1 especifica de fibroblastos, fibronectina, serpinEl, periostina, IGFBP3, SPARC, CTGF, TGFb, Cyr61, y
fosfo smad 2/3, cuando sea aplicable.

En una realizacién, la presencia, la ausencia y/o el nivel de BMP9 en una muestra se puede evaluar usando un
reactivo, tal como un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo radiomarcado, marcado con croméforo, marcado con
fluoroforo o marcado con enzima), un derivado de anticuerpos (por ejemplo, un anticuerpo conjugado con un
sustrato o con la proteina o el ligando de un par proteina-ligando (por ejemplo, biotina-estreptavidina)), o un
fragmento de anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo de cadena sencilla 0 un dominio hipervariable aislado de un
anticuerpo) al que se une de manera especifica y transforma el biomarcador, por ejemplo, BMP9 y/o BMP10, en una
mezcla en una molécula detectable.

El término "marcado”, con relacion al anticuerpo, pretende abarcar el marcaje directo del anticuerpo mediante el
acoplamiento (es decir, la unién fisica) de una sustancia detectable para el anticuerpo, asi como el marcaje indirecto
del anticuerpo mediante reactividad con otro reactivo que esta marcado de forma directa. Los ejemplos de marcaje
indirecto incluyen la detecciéon de un anticuerpo primario usando un anticuerpo secundario marcado de manera
fluorescente, de manera que se pueda detectar con estreptavidina marcada de manera fluorescente.

En otra realizacion, la presencia, la ausencia y/o el nivel de BMP9 se evalGa usando un acido nucleico. Por ejemplo,
En una realizacion, la presencia, la ausencia y/o el nivel de BMP9 se evalla usando una sonda de acido nucleico.

El término "sonda", tal como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier molécula que es capaz de
unirse de manera selectiva a BMP9 y/o a BMP10. Las sondas se pueden sintetizar por un experto en la materia, o
derivan de preparaciones biolégicas apropiadas. Las sondas se pueden disefiar de manera especificas para ser
marcadas. Los ejemplos de moléculas que se pueden utilizar como sondas incluyen, aungue sin limitacion, ARN,
ADN, proteinas, anticuerpos y moléculas organicas.

El ARNm aislado se puede usar en ensayos de hibridacion o de amplificacion que incluyen, aunque sin limitacion,
analisis de Southern o de Northern, analisis de reaccién en cadena de la polimerasa y matriz de sondas. Un método
para la deteccion de niveles de ARNm implica poner en contacto el ARNm aislado con una molécula de acido
nucleico (sonda) que se pueda hibridar con ARNm de BMP9. La sonda de acido nucleico puede ser, por ejemplo, un
ADNCc de longitud completa o una parte del mismo, tal como un oligonucleétido de al menos 7, 15, 30, 50, 100, 250 o
500 nucleotidos de longitud y suficiente como para hibridar de manera especifica en condiciones rigurosas con ADN
gendémico de BMP9.

En una realizacion, el ARNm se inmoviliza sobre una superficie sélida y se pone en contacto con una sonda, por
ejemplo, dejando correr el ARNm sobre un gel de agarosa y transfiriendo el ARNm desde el gel hasta una
membrana, tal como nitrocelulosa. En una realizacién alternativa, la(s) sonda(s) se inmovilizan sobre una superficie
sélida y el ARNm se pone en contacto con la(s) sonda(s), por ejemplo, en una matriz de microplaca de genes
Affymetrix. Un experto en la materia puede adaptar facilmente los métodos de deteccion de ARNm conocidos para
su uso en la deteccion del nivel de ARNm de BMP9.

Un método alternativo para determinar el nivel de ARNm de BMP9 en una muestra implica el proceso de
amplificacion de acido nucleico, por ejemplo, mediante RT-PCR (la realizacion experimental expuesta en Mullis,
1987, Patente de Estados Unidos N.° 4.683.202.), la reaccion en cadena de la ligasa (Barany (1991) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 88:189-193), la replicacién de secuencia autosostenida (Guatelli y col. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci.
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USA 87:1874-1878), el sistema de amplificacion tradicional (Kwo y col. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1173-
1177), la replicasa Q-beta (Lizardi y col. (1988) Bio/Technology 6:1197), la replicacién en circulo rodante (Lizardi y
col. Patente de Estados Unidos N.° 5.854.033) o cualquier otro método de amplificacion de acido nucleico, seguido
por la deteccion de las moléculas amplificadas usando técnicas bien conocidas por los expertos en la materia. Estos
esquemas de deteccién son especialmente Utiles para la detecciéon de moléculas de acido nucleico si tales
moléculas estan presentes en nimeros muy bajos. En aspectos particulares de la invencion, la expresion de BMP9
y/o de BMP10 se evalla mediante RT-PCR cuantitativa fluorogénica (es decir, el sistema TagMan™). Tales métodos
tipicamente utilizan pares de cebadores de oligonucleétidos que son especificos para BMP9 y/o BMP10. Los
métodos para disefiar cebadores de oligonucledtidos especificos para una secuencia conocida son bien conocidos
en la materia.

Los niveles de expresion del ARNm de BMP9 se pueden controlar usando una membrana de transferencia (tal como
las usadas en analisis de hibridacion tales como Northern, Southern, dot y similares), o micropocillos, tubos de
muestra, geles, perlas o fibras (o cualquier soporte solido que comprenda acidos nucleicos unidos). Véase las
patentes de EE.UU. N.° 5.770.722, 5.874.219, 5.744.305, 5.677.195 y 5.445.934. La deteccion de la expresion de
BMP9 también puede comprender el uso de sondas de acido nucleico en solucion.

En una realizacion de la invencién, se usan micromatrices para detectar la expresion de BMP9. Las micromatrices
son particularmente muy adecuadas para este fin debido a la reproducibilidad entre diferentes experimentos. Las
micromatrices de ADN proporcionan un método para la medida simultadnea de los niveles de expresién de grandes
numeros de genes. Cada ensayo consiste en un patron reproducible de sondas de captura unidas a un soporte
sélido. El ADN o el ARN marcado se hibrida con las sondas complementarias sobre la matriz y después se detecta
mediante escaner laser. Se determinan las intensidades de hibridacion para cada sonda sobre la matriz y se
convierten a un valor cuantitativo que representa niveles de expresion relativa de los genes. Véase, las patentes de
EE.UU. n.° 6.040.138, 5.800.992 y 6.020.135, 6.033.860, y 6.344.316. Las matrices de oligonucleétidos de alta
densidad son particularmente Utiles para determinar el perfil de expresién génica para un gran nimero de ARN en
una muestra.

Por otro lado, las técnicas in vivo para la deteccion de BMP9 incluyen introducir en un sujeto un anticuerpo marcado
dirigido contra BMP9 y/o BMP10, a los que se une y transforma BMP9 en una molécula detectable. Tal como se ha
tratado anteriormente, la presencia, el nivel o incluso la localizacion de la BMP9 detectable en un sujeto se puede
detectar y determinar mediante técnicas convencionales de generacion de imagenes.

En otra realizacién, se puede usar espectrometria de masas para detectar BMP9 en una muestra. La espectrometria
de masas es una técnica analitica que consiste en ionizar compuestos quimicos para generar moléculas cargadas (0
fragmentos de las mismas) y medir sus proporciones de masa frente a carga. En un procedimiento tipico de
espectrometria de masas, se obtiene una muestra de un sujeto, se carga en el espectrometro de masas y sus
componentes (por ejemplo, BMP9 se ioniza mediante diferentes métodos (por ejemplo, impactandolos con un haz de
electrones), dan como resultado la formacién de particulas cargadas (iones). La proporcion de masa frente a carga
de las particulas se calcula entonces a partir del movimiento de los iones a medida que pasan a través de los
campos electromagnéticos.

IV. BMP9 y anticuerpos de antagonismo

A. Anticuerpos

En una realizacién de la invencion, los métodos terapéuticos y de diagnéstico descritos en el presente documento
emplean un anticuerpo que se une, por ejemplo, directa o indirectamente a, e inhibe la actividad de BMP9.

i. General

El término "anticuerpo” o "inmunoglobulina”, tal como se usa de manera intercambiable en el presente documento,
incluye anticuerpos completos y cualquier fragmento de unién a antigeno (es decir, la "parte de unién a antigeno") o
las cadenas simples de los mismos. Un "anticuerpo” comprende al menos dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas
ligeras (L) interconectadas mediante enlaces disulfuro. Cada cadena pesada esta comprendida de una regién
variable de la cadena pesada (abreviado en el presente documento como VH) y una regiéon constante de la cadena
pesada. La region constante de la cadena pesada estd comprendida por tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada
cadena ligera esta comprendida por una region variable de cadena ligera (abreviado en el presente documento como
VL) y una region constante de cadena ligera. La regién constante de la cadena ligera estd comprendida por un
dominio, CL. Las regiones Vu y VL se pueden subdividir adicionalmente en regiones de hipervariabilidad,
denominadas regiones determinantes de complementariedad (CDR, del inglés complementarity determining
regions), intercaladas con regiones que estan mas conservadas, denominadas regiones marco (FR, del inglés
framework regions). Cada Vn y Vi esta compuesta de tres CDR y de cuatro FR, dispuestas desde el extremo amino
terminal hasta el extremo carboxilo terminal en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Las
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regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras contienen un dominio de unidon que interacciona con un
antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar la unién de la inmunoglobulina a los tejidos o
factores del hospedador, incluyendo diversas células del sistema inmunitario (por ejemplo, células efectoras) y el
primer componente (Clq) del clasico sistema del complemento.

La expresion "parte de unién a antigeno" de un anticuerpo (o simplemente la "parte del anticuerpa”), tal como se usa
en el presente documento, se refiere a uno o mas fragmentos de un anticuerpo que conservan la capacidad de
unirse de manera especifica a un antigeno (por ejemplo, a BMP9 y/o BMP 10). Se ha demostrado que la funcién de
unién a antigeno de un anticuerpo se puede realizar mediante fragmentos de un anticuerpo de longitud completa.
Los ejemplos de los fragmentos de unidn abarcados en la expresion "parte de unién a antigeno" de un anticuerpo
incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que consiste en los dominios Vi, Vi, CL y CH1; (ii) un
fragmento F(ab’)2, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos mediante un puente disulfuro
en la region de bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste en los dominios Vu y CH1; (iv) un fragmento Fv que
consiste en los dominios VL y Vu de un Unico brazo de un anticuerpo, (v) un dAb que incluye los dominios VH y VL;
(vi) un fragmento de dAb (Ward y col. (1989) Nature 341, 544-546), que consiste en un dominio Vu; (vii) un dAb que
consiste en un dominio VH o en un dominio VL; y (vii) una regién determinante de complementariedad (CDR)
aislada o (ix) una combinacion de dos 0 mas CDR aisladas que opcionalmente pueden estar unidas mediante un
enlazador sintético. Por otro lado, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH, estan codificados por genes
separados, se pueden unir, usando métodos recombinantes, mediante un enlazador sintético que les permite
formarse como una sola cadena de proteina en la que las regiones VL y Vu se aparean para formar moléculas
monovalentes (conocidas como Fv de cadena Unica (scFv); véase, por ejemplo, Bird y col. (1988) Science 242, 423-
426; y Huston y col. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 5879-5883). También se pretende que los anticuerpos de
cadena Unica estén abarcados dentro de la expresion "parte de unidén a antigeno" de un anticuerpo. Estos
fragmentos de anticuerpo se obtienen usando técnicas convencionales conocidas por aquellos expertos en la
materia y se seleccionan en funcién de su utilidad del mismo modo que los anticuerpos intactos. Las partes de unién
a antigeno se pueden producir mediante técnicas de ADN recombinante, o mediante escision enzimatica o quimica
de inmunoglobulinas intactas.

La expresion "anticuerpo monoclonal” tal como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo obtenido
a partir de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacién son idénticos salvo por las posibles mutaciones que tienen lugar de manera natural que
pueden estar presentes en pequefias cantidades. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos, estando
dirigidos contra un Unico sitio antigénico. Ademas, al contrario de las preparaciones de anticuerpos convencionales
(policlonales) que tipicamente incluyen diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos),
cada anticuerpo monoclonal se dirige contra un Unico determinante sobre el antigeno. Los anticuerpos monoclonales
se pueden preparar usando cualquier técnica reconocida en la materia y las descritas en el presente documento,
tales como, por ejemplo, un método de hibridoma, tal como se describe por Kohler y col. (1975) Nature, 256:495, un
animal transgénico, tal como se describe por, por ejemplo, (véase, por ejemplo, Lonberg, y col. (1994) Nature
368(6474): 856-859), los métodos del ADN recombinante (véase,por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N.°
4.816.567) o usando bibliotecas de anticuerpos de fago usando las técnicas descritas en, por ejemplo, Clackson y
col., Nature, 352:624-628 (1991) y Marks y col., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991). Los anticuerpos monoclonales
incluyen anticuerpos quiméricos, los anticuerpos humanos y los anticuerpos humanizados y pueden darse de
manera natural o producirse de manera recombinante.

El término "anticuerpo recombinante", se refiere a anticuerpos que se preparan, se expresan, se crean 0 se aislan
por medios recombinantes, tales como (a) anticuerpos aislados de un animal (por ejemplo, un ratén) que es
transgénico o transcromosémico para genes de inmunoglobulina (por ejemplo, genes de inmunoglobulina humana) o
un hibridoma preparado a partir de los mismos, (b) anticuerpos aislados de una célula hospedadora transformada
para expresar el anticuerpo, por ejemplo, a partir de un transfectoma, (c) anticuerpos aislados a partir de una
biblioteca de anticuerpos combinatorios recombinantes (por ejemplo que contiene secuencias de anticuerpos
humanos) usando la expresion en fago, y (d) anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados mediante
cualquier otro medio que implica el corte y empalme de secuencias génicas de inmunoglobulina (por ejemplo, genes
de inmunoglobulina humana) con otras secuencias de ADN. Tales anticuerpos recombinantes pueden tener regiones
variables y constantes que provienen de las secuencias de inmunoglobulinas de la linea germinal humana. En
ciertas realizaciones, sin embargo, tales anticuerpos recombinantes humanos se pueden someter a mutagénesis in
vitro y, por tanto, las secuencias de aminoacidos de las regiones Vu y VL de los anticuerpos recombinantes son
secuencias que, cuando provienen de y se relacionan con las secuencias de Vu y VL de la linea germinal, no pueden
existir de manera natural en el repertorio de anticuerpos de la linea germinal humana in vivo.

La expresion "inmunoglobulina quimérica” o anticuerpo se refiere a una inmunoglobulina o anticuerpo cuyas regiones
variables provienen de una primera especie y cuyas regiones constantes provienen de una segunda especie. Las
inmunoglobulinas o los anticuerpos quiméricos se pueden construir, por ejemplo, mediante ingenieria genética, a
partir de segmentos génicos de inmunoglobulinas que pertenecen a especies diferentes.

La expresion "anticuerpo humano", tal como se usa en el presente documento, pretende incluir anticuerpos que
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tienen regiones variables en las que tanto las regiones marco como las regiones CDR provienen de las secuencias
de inmunoglobulinas de la linea germinal humana tal como se describe, por ejemplo, por Kabat y col. (véase Kabat y
col. (1991) Sequences of proteins of Immunological Interest, Quinta edicion, Departamento de salud y servicios
humanos de los Estados Unidos, Publicacion de NIH N.° 91-3242). Ademas, si el anticuerpo contiene una regién
constante, la regiéon constante también proviene de las secuencias de inmunoglobulinas de la linea germinal
humana. Los anticuerpos humanos pueden incluir restos de aminoacidos no codificados por las secuencias de
inmunoglobulinas de la linea germinal humana (por ejemplo, mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria y de
sitio dirigido in vitro o mediante mutacién somatica in vivo). Sin embargo, la expresion "anticuerpo humano", tal como
se usa en el presente documento, no pretende incluir anticuerpos en los que las secuencias de CDR provengan de
la linea germinal de otra especie de mamifero, tales como un ratdén, se han insertado en las secuencias marco
humanas.

El anticuerpo humano puede tener al menos uno o mas aminoacidos sustituidos por un resto de aminoacido, por
ejemplo, un resto de aminoacido que mejora la actividad y que no esta codificado por la secuencia de
inmunoglobulinas de la linea germinal. Tipicamente, el anticuerpo humano puede tener hasta veinte posiciones
sustituidas con restos de aminoacidos que no son parte de la secuencia de inmunoglobulinas de la linea germinal
humana. En una realizacién particular, estas sustituciones estan en las regiones CDR tal como se describe en
detalle a continuacion.

La expresion "inmunoglobulina humanizada" o "anticuerpo humanizado" se refiere a una inmunoglobulina o
anticuerpo que incluye al menos una cadena de inmunoglobulina o anticuerpo humanizada (es decir, al menos una
cadena ligera o pesada humanizada). La expresion “"cadena de inmunoglobulina humanizada"” o "cadena de
anticuerpo humanizada" (es decir, una "cadena ligera de inmunoglobulina humanizada" o una "cadena pesada de
inmunoglobulina humanizada") se refiere a una cadena de inmunoglobulina o anticuerpo )es decir, una cadena ligera
0 pesada, respectivamente) que tiene una region variable que incluye una regién marco sustancialmente variable de
una inmunoglobulina o anticuerpo humano y regiones determinantes de complementariedad (CDR) (por ejemplo, al
menos una CDR, preferentemente dos CDR, mas preferentemente tres CDR) sustancialmente de una
inmunoglobulina o anticuerpo no humano y adicionalmente incluye regiones constantes (por ejemplo, al menos una
regién constante o una parte de la misma, en el caso de una cadena ligera y preferentemente tres regiones
constantes en el caso de una cadena pesada). La expresion "region variable humanizada" (por ejemplo, "regién
variable de cadena ligera humanizada" o "region variable de cadena pesada humanizada") se refiere a una region
variable que incluye una region marco sustancialmente variable de una inmunoglobulina o anticuerpo humano y
regiones determinantes de complementariedad (CDR) sustancialmente de una inmunoglobulina o anticuerpo no
humano.

Un "anticuerpo bifuncional” o "biespecifico" es un anticuerpo hibrido artificial que tiene dos pares de cadenas
pesada/ligera diferentes y dos sitios de unién diferentes. Los anticuerpos biespecificos se pueden producir mediante
una variedad de métodos que incluyen la fusion de los hibridomas o la unién de los fragmentos Fab'. Véase, por
ejemplo, Songsivilai y Lachmann, (1990) Clin. Exp. Immunol. 79, 315-321; Kostelny y col. (1992) J. Immunol. 148,
1547-1553.

Tal como se usa en el presente documento, un "anticuerpo heterélogo” se define en relacion con el organismo no
humano o planta transgénicos que producen tal anticuerpo.

Un "anticuerpo aislado", tal como se usa en el presente documento, pretende referirse a un anticuerpo que es
sustancialmente libre de otros anticuerpos que tienen diferentes especificidades antigénicas (por ejemplo, un
anticuerpo aislado que se une de manera especifica a BMP9 es sustancialmente libre de anticuerpos que se unen de
manera especifica a antigenos que no sean BMP9). Ademas, un anticuerpo aislado tipicamente es sustancialmente
libre de otro material celular y/o compuesto quimico. En una realizacion de la invencién, una composicion de
anticuerpos monoclonales "aislados" que tiene diferentes especificidades de uniéon se combinan en una composicion
bien definida.

Tal como se usa en el presente documento, "isotipo” se refiere a la clase de anticuerpo (por ejemplo, IgM o IgG1)
gue esta codificada por los genes de la region constante de la cadena pesada. En una realizacion, un anticuerpo o
una parte de unioén a antigeno del mismo es de un isotipo seleccionado de una IgG1, una IgG2, una IgG3, una IgG4,
una IgM, una IgA1l, una IgA2, una IgAsec, una IgD o un isotipo de anticuerpo IgE.

Tal como se usa en el presente documento, "cambio de isotipo” se refiere el fendmeno mediante el cual la clase o el
isotipo de un anticuerpo cambia desde una clase de Ig a una de las otras clases de Ig.

Tal como se usa en el presente documento, "isotipo no cambiado” se refiere a la clase isotipica de la cadena pesada
que se produce cuando no tiene lugar el cambio de isotipo; el gen de CH que codifica el isotipo no cambiado es
tipicamente el primer gen de CH inmediatamente aguas abajo desde el gen VDJ funcionalmente reorganizado. El
cambio de isotipo se ha clasificado como cambio de isotipo clasico o no clasico. El cambio de isotipo clasico tiene
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lugar mediante fendmenos de recombinacién que implican al menos una regién de secuencia de cambio en un gen
que codifica un anticuerpo. El cambio de isotipo no clasico puede tener lugar mediante, por ejemplo, recombinacion
homologa entre la oy humana y la £, humana (delecion asociada a 8). Los mecanismos alternativos de cambio no
clasico, tales como la recombinacién intertransgénica y/o intercromos6mica, entre otros, pueden tener lugar y
efectiian un cambio de isotipo.

Tal como se usa en el presente documento, el término "secuencia de cambio" se refiere a aquellas secuencias de
ADN responsables de la recombinacion del cambio. Una secuencia "donadora del cambio"”, tipicamente una region
de cambio p, estard en 5 (es decir, aguas arriba) de la regién de la construccién a delecionar durante la
recombinacién del cambio. La region "aceptora del cambio" estara entre la regién de la construccién a delecionar y la
regién constante de sustitucion (por ejemplo, v, €, etc.). Como ni hay un sitio especifico en el que siempre tiene lugar
la recombinacion, la secuencia génica final tipicamente no seréa predecible a partir de la construccion.

El término "epitopo”-o0 "determinante antigénico” se refiere a un lugar sobre un antigeno al que se une de manera
especifica una inmunoglobulina o anticuerpo. Los epitopos se pueden formar tanto a partir de aminoacidos contiguos
como a partir de aminoacidos no contiguos yuxtapuestos mediante el plegamiento terciario de una proteina. Los
epitopos formados a partir de aminoacidos contiguos tipicamente se mantienen al tratarlos con disolventes
desnaturalizantes, mientras que los epitopos formados mediante plegamiento terciario tipicamente se pierden en el
tratamiento con disolventes desnaturalizantes. Un epitopo tipicamente incluye al menos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14 o 15 aminoéacidos en una Unica conformacion espacial. Los métodos para determinar la conformacion
espacial de un epitopo incluyen las técnicas en la materia y las descritas en el presente documento, por ejemplo,
cristalografia de rayos x y resonancia magnética nuclear en 2 dimensiones. Véase, por ejemplo, Epitope Mapping
Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66, G. E. Morris, Ed. (1996).

Las proteinas de anticuerpos obtenidas a partir de miembros de la familia del camello y del dromedario (Camelus
bactrianus y Calelus dromaderius), incluyendo los miembros del Nuevo Mundo tales como las especies de llama
(Lama paccos, Lama glama y Lama vicugna), se han caracterizado en funcién del tamafio, la complejidad estructural
y la antigenicidad para sujetos humanos. Determinados anticuerpos IgG hallados en la naturaleza en esta familia de
mamiferos carecen de cadenas ligeras y, por lo tanto, son estructuralmente diferentes de la estructura cuaternaria de
cuatro cadenas que tiene dos cadenas pesadas y dos ligeras, tipica de los anticuerpos de otros animales. Véase,
por ejemplo, la Publicacion de PCT WO 94/04678.

Se puede obtener una regién del anticuerpo de camélido que es el dominio variable Unico y pequefio identificado
como Va1 mediante ingenieria genética para producir una pequefia proteina que tiene alta afinidad por una diana, lo
gue da como resultado una proteina de bajo peso molecular que proviene de anticuerpos, conocida como un
"nanocuerpo de camélido". Véase Patente de EE.UU. N.° 5.759.808; véase también Stijlemans y col., 2004 J. Biol.
Chem. 279: 1256-1261; Dumoulin y col., 2003 Nature 424: 783-788; Pleschberger y col., 2003 Bioconjugate Chem.
14: 440-448; Cortez-Retamozo y col., 2002 Int. J. Cancer 89: 456-62; y Lauwereys. y col., 1998 EMBO J. 17: 3512-
3520. Las bibliotecas de anticuerpos de camélidos y de fragmentos de anticuerpos disefiados genéticamente estan
comercialmente disponibles, por ejemplo, por Ablynx, Ghent, Bélgica. Como con otros anticuerpos de origen no
humano, una secuencia de aminoacidos de un anticuerpo de camélido se puede alterar de manera recombinante
para obtener una secuencia que se asemeja mas estrechamente a una secuencia humana, es decir, el nanocuerpo
se puede "humanizar". Por lo tanto, la baja antigenicidad natural de los anticuerpos de camélidos para los seres
humanos se puede reducir adicionalmente.

El nanocuerpo de camélido tiene un peso molecular de aproximadamente una décima parte del de una molécula de
IgG humana, y la proteina tiene un didmetro fisico de solo unos pocos nandémetros. Una consecuencia del pequefio
tamafo es la capacidad de los nanocuerpos de camélido para unirse a sitios antigénicos que son funcionalmente
invisibles para las proteinas de anticuerpos mas grandes, es decir, los nanocuerpos de camélidos son Utiles como
reactivos para detectar antigenos que son cripticos usando técnicas inmunolégicas clasicas y como posibles agentes
terapéuticos. Por lo tanto, otra consecuencia mas del pequefio tamafio es que un nanocuerpo de camélido puede
inhibir como resultado de la unién a un sitio especifico en un surco o hendidura angosta de una proteina diana, y por
tanto puede servir en una capacidad que se asemeja mas estrechamente a la funcion de un clasico farmaco de bajo
peso molecular que a la de un clasico anticuerpo.

El bajo peso molecular y el tamafio compacto ademas dan como resultado que los nanocuerpos de los camélidos
sean extremadamente termoestables, estables a pH extremos y a la digestion proteolitica y poco antigénicos. Otra
consecuencia es que los nanocuerpos de camélidos se desplazan facilmente desde el sistema circulatorio a los
tejidos, e incluso atraviesan la barrera hematoencefalica y pueden tratar trastornos que afectan al tejido nervioso.
Los nanocuerpos pueden facilitar ademas el transporte de farmacos a través de la barrera hematoencefalica. Véase
por ejemplo la Publicacion de Patente de Estados Unidos N.° 20040161738, publicada el 19 de agosto de 2004.
Estas caracteristicas junto con la baja antigenicidad en seres humanos suponen un gran potencial terapéutico.
Ademas, estas moléculas se pueden expresar por completo en células procariéticas tales como E. coli.

En consecuencia, una caracteristica de la presente invencion es un anticuerpo de camélido o un nanocuerpo de
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camélido que tiene alta afinidad por la BMP9 o la BMP10. En determinadas realizaciones en el presente documento,
el anticuerpo o nanocuerpo de camélido se produce de manera natural en el animal camélido, es decir, se produce
por el camélido tras la inmunizacién con BMP9 o un fragmento peptidico de la misma, usando técnicas descritas en
el presente documento para otros anticuerpos. Como alternativa, el nanocuerpo de camélido se disefia por
ingenieria genética, es decir, se produce mediante seleccion, por ejemplo, a partir de una biblioteca de fago que
expresa de manera apropiada proteinas de nanocuerpo de camélido mutagenizado usando procedimientos de
seleccién. Los nanocuerpos disefiados por ingenieria genética se pueden hacer a medida adicionalmente mediante
ingenieria genética para aumentar la semivida en un sujeto receptor desde 45 minutos hasta dos semanas.

Los diacuerpos son moléculas bivalentes y biespecificas en las que los dominios Vh y VL se expresan en una Unica
cadena polipeptidica, conectada mediante un enlazador que es demasiado corto como para permitir el
emparejamiento entre os dos dominios de la misma cadena. Los dominios Vi y VL se emparejan con dominios
complementarios de otra cadena, creando de este modo dos sitios de union a antigeno (véase, por ejemplo, Holliger
y col., 1993 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448; Poljak y col., 1994 Structure 2:1121-1123). Los diacuerpos se
pueden producir expresando dos cadenas polipeptidicas, bien con la estructura Vua-Vis Yy VHs-VLa (configuracion de
Vu-VL), 0 bien Via-Vus ¥ Vis-Vua (configuracion de Vi-Vu) en la misma célula. La mayoria de ellos se pueden
expresar en forma soluble en bacterias.

Los diacuerpos de cadena unica (scDb) se producen conectando las dos cadenas polipeptidicas que forman el
diacuerpo con un enlazador de aproximadamente 15 restos de aminoacidos (véase Holliger y Winter, 1997 Cancer
Immunol. Immunother., 45(3-4):128-30; Wu y col., 1996 Immunotechnology, 2(1):21-36). Los scDb se pueden
expresar en las bacterias en forma soluble activa monomérica (véase Holliger y Winter, 1997 Cancer Immunol.
Immunother., 45(34): 128-30; Wu y col., 1996 Immunotechnology, 2(1):21-36; Pluckthun y Pack, 1997
Immunotechnology, 3(2): 83-105; Ridgway y col., 1996 Protein Eng., 9(7):617-21).

Un diacuerpo se puede fusionar a Fc para generar un "didiacuerpo" (véase Lu y col., 2004 J. Biol. Chem.,
279(4):2856-65).

Los anticuerpos que se pueden usar en los métodos de la presente invencion también incluyen aquellos anticuerpos
que se unen al mismo epitopo 0 a un epitopo solapante como los anticuerpos particulares descritos en el presente
documento, es decir, los anticuerpos que compiten por la unién a BMP9 o se unen a un epitopo sobre BMP9
reconocido por los anticuerpos particulares descritos en el presente documento.

Los anticuerpos que reconocen el mismo epitopo o un epitopo solapante se pueden identificar usando técnicas
habituales tales como un inmunoensayo, por ejemplo, demostrando la capacidad de un anticuerpo para bloquear la
unién de otro anticuerpo a un antigeno diana, es decir, un ensayo de uniéon competitiva. La uniébn competitiva se
determina en un ensayo en el que la inmunoglobulina a ensayar inhibe la union especifica de un anticuerpo de
referencia a un antigeno, tal como BMP9 o BMP10. Se conocen numerosos tipos de ensayos de unidon competitiva,
por ejemplo: radioinmunoensayo (RIA, del inglés radioimmunoassay) directo o indirecto en fase sdlida,
inmunoensayo enzimatico (EIA, del inglés enzyme immunoassay) directo o indirecto en fase sélida, ensayo de
competicién de tipo sandwich (véase Stahli y col., (1983) Methods in Enzimology 9:242); EIA de biotina-avidina
directo en fase sélida (véase Kirkland y col., (1986) J. Immunol. 137:3614); ensayo de marcaje directo en fase sdlida,
ensayo de tipo sandwich de marcaje directo en fase sélida (véase Harlow y Lane, (1988) Antibodies: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Press); RIA de marcaje directo en fase sélida usando el marcador 1-125 (véase Morel y
col., (1988) Mol. Immunol. 25(1):7); EIA de biotina-avidina directo en fase sélida (Cheung y col., (1990) Virology
176:546); y RIA de marcaje directo. (Moldenhauer y col., (1990) Scand. J. Immunol. 32:77). Tipicamente, tal ensayo
implica el uso de antigeno purificado (por ejemplo BMP9 unida a una superficie sélida o a células que lleven
cualquiera de ellos), una inmunoglobulina de ensayo sin marcar y una inmunoglobulina de referencia marcada. La
inhibicion competitiva se mide determinando la cantidad de marcador unido a la superficie solida o a las células en
presencia de la inmunoglobulina de ensayo. Normalmente, la inmunoglobulina de ensayo esta presente en exceso.
Normalmente, cuando un anticuerpo competitivo estd presente en exceso, inhibird la unién especifica de un
anticuerpo de referencia con un antigeno comun en al menos el 50-55 %, el 55-60 %, el 60-65 %, el 65-70 %, el 70-
75 % o0 mas.

Tal como se usa en el presente documento, las expresiones "union especifica”, "se une de manera especifica",
"union selectiva”, y "se une selectivamente”, significa que un anticuerpo o una parte de unién a antigeno del mismo,
presenta una afinidad apreciable por un antigeno o epitopo en particular y, en general, no presenta una reactividad
cruzada significativa con otros antigenos y epitopos. La unién "apreciable" o preferida incluye la uniéon con una
afinidad de al menos 108, 107, 108, 10° M1, o 10 M. Las afinidades mayores de 10” M, preferentemente, las
afinidades mayores de 108 M son mas preferidas. Los valores intermedios de éstos expuestos en el presente
documento también pretenden estar dentro del alcance de la presente invencién y se puede indicar una afinidad de
union preferida como un intervalo de afinidades, por ejemplo, de 106 a 10'° M1, preferentemente de 107 a 101° M1,
mas preferentemente de 108 a 10'° M1, Un anticuerpo que "no presenta una reactividad cruzada significativa" es el
gue no se unira de manera apreciable a una entidad indeseable (por ejemplo, una entidad proteica indeseable). La
union especifica o selectiva se puede determinar de acuerdo con cualquiera de los medios reconocidos en la materia
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para determinar tal unién, incluyendo, por ejemplo, de acuerdo con el andlisis de Scatchard y/o los ensayos de unién
competitiva.

El término "Kp", tal como se usa en el presente documento, pretende referirse a la constante de disociacion en el
equilibrio de una interaccion anticuerpo-antigeno particular o la afinidad de un anticuerpo por un antigeno. En una
realizacion, el anticuerpo o la parte de union a antigeno del mismo de acuerdo con la presente invencion se une a un
antigeno (por ejemplo, BMP9 con una afinidad (Kp) de 50 nM o mejor (es decir, 0 menos) (por ejemplo, 40 nM o 30
nM o 20 nM o 10 nM o menos), tal como se mide usando un ensayo de resonancia de plasmén superficial o un
ensayo de unién celular. En una realizacién particular, un anticuerpo o la parte de unién a antigeno del mismo de
acuerdo con la presente invencién se une a BMP9 con una afinidad (Kp) de 8 nM o mejor (por ejemplo, 7 nM, 6 nM,
5nM, 4 nM, 2 nM, 1,5 nM, 1,4 nM, 1,3 nM, 1 nM o menos), tal como se mide mediante un ensayo de resonancia de
plasmén superficial o un ensayo de unién celular. En otras realizaciones, un anticuerpo o la parte de union a
antigeno del mismo se une a un antigeno (por ejemplo, BMP9 con una afinidad (Kp) de aproximadamente menos de
107 M, tal como aproximadamente menos de 10® M, 10° M o 10'° M o incluso menor cuando se determina
mediante la tecnologia de resonancia de plasmén superficial (RPS) en un instrumento BIACORE 3000 usando BMP9
recombinante como el analito y el anticuerpo como el ligando, y se une al antigeno predeterminado con una afinidad
que es al menos dos veces mayor que su afinidad para unirse a un antigeno no especifico (por ejemplo, BSA,
caseina) que no sea el antigeno predeterminado o un antigeno estrechamente relacionado.

El término "Kot", tal como se usa en el presente documento, pretende referirse a la constante de la tasa de
disociacién para la disociacion de un anticuerpo a partir del complejo anticuerpo/antigeno.

El término "CE50", tal como se usa en el presente documento, se refiere a la concentracion de un anticuerpo o una
parte de unién a antigeno del mismo, que induce una respuesta, bien en un ensayo in vitro 0 en un ensayo in vivo,
gue es el 50 % de la respuesta maxima, es decir, a medio camino entre la respuesta maxima y la de partida.

Tal como se usa en el presente documento, "patron de glucosilacion” se define como el patréon de unidades de
hidratos de carbono que estan unidas de manera covalente a una proteina, mas especificamente a una proteina de
inmunoglobulina.

La expresion "de origen natural" tanto usada en el presente documento como aplicada a un objeto se refiere al
hecho de que un objeto se puede hallar en la naturaleza. Por ejemplo, una secuencia de polipéptido o de
polinucleétido que esta presente en un organismo (incluyendo a los virus) que se puede aislar de una fuente en la
naturaleza y que no se ha modificado intencionadamente por el ser humano en el laboratorio es de origen natural.

El término "reordenado” tal como se usa en el presente documento se refiere a una configuracion de un locus de
inmunoglobulina de cadena pesada o de cadena ligera en donde un segmento V se sitla inmediatamente adyacente
a un segmento D-J o J en una conformacion que codifica esencialmente un dominio V4 o VL completo,
respectivamente. Un locus de gen de inmunoglobulina reorganizado se puede identificar mediante comparacion con
el ADN de la linea germinal; un locus reorganizado tendra al menos un elemento de homologia de
heptamero/nonamero recombinado.

Las expresiones "no reorganizado” o "configuracion de la linea germinal” tal como se usa en el presente documento
en referencia a un segmento V se refiere a la configuraciéon en la que el segmento V no se recombina para estar
inmediatamente adyacente a un segmento D 0 J.

El término "modificador”, o "madificacion”, tal como se usa en el presente documento, pretenden referirse a cambiar
uno o mas aminoacidos en los anticuerpos. El cambio se puede producir mediante adicion, sustitucién o delecion de
un aminoacido en una o0 mas posiciones. El cambio se puede producir usando técnicas conocidas, tales como
mutagénesis de PCR. Por ejemplo, en algunas realizaciones, se puede modificar un anticuerpo empleado por los
métodos de la presente invencion, para modificar de ese modo la afinidad de unién del anticuerpo a BMP9 o BMP10.

La presente invencion también abarca sustituciones de "sustituciones de aminoacidos conservativas" en las
secuencias de los anticuerpos usados en los métodos de la invencién, es decir, las modificaciones de la secuencia
de nucledtidos y de aminoacidos que no anulan la union del anticuerpo codificada por la secuencia de nucleétidos o
gue contienen la secuencia de aminoacidos, al antigeno, es decir, BMP9 o BMP10. Las sustituciones de
aminoacidos conservativas incluyen la sustitucion de un aminoacido en una clase por un aminoacido de la misma
clase, en donde una clase se define mediante las propiedades fisicoquimicas de la cadena lateral de aminoacidos y
las altas frecuencias de sustitucion en proteinas homologas halladas en la naturaleza, tal como se determina, por
ejemplo, mediante una matriz convencional de frecuencias de intercambio de Dayhoff una matriz BLOSUM. Se han
categorizado seis clases generales de cadenas laterales de aminoacidos e incluyen: Clase | (Cys); Clase Il (Ser, Thr,
Pro, Ala, Gly); Clase Ill (Asn, Asp, GIn, Glu); Clase IV (His, Arg, Lys); Clase V (lle, Leu, Val, Met); y Clase VI (Phe,
Tyr, Trp). Por ejemplo, la sustitucion de un Asp por otro resto de la clase lll tal como Asn, GIn o Glu, es una
sustitucion conservativa. Por lo tanto, un resto de aminoacido no esencial predicho en un anticuerpo anti-BMP9 de la
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presente invencion se sustituye preferiblemente con otro resto de aminoacido de la misma clase. Los métodos para
identificar sustituciones conservativas de nucleétidos y aminoacidos que no eliminan la unién a antigeno son bien
conocidas en la materia (véase,por ejemplo, Brummell y col., Biochem. 32:1180-1187 (1993); Kobayashi y col.
Protein Eng. 12(10):879-884 (1999); y Burks y col. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:.412-417 (1997)).

La expresion "sustitucion de aminoacidos no conservativa" se refiere a la sustitucion de un aminoacido de una clase
con un aminodcido de otra clase; por ejemplo, la sustitucion de una Ala, un resto de la clase IlI, por un resto de la
clase lll tal como Asp, Asn, Glu o GIn.

Como alternativa, en otra realizacién, las mutaciones (conservativas 0 no conservativas) se pueden introducir de
manera aleatoria a lo largo de toda o de una parte de la secuencia codificante del anticuerpo anti-BMP9, tal como
mediante mutagénesis de saturacion, y los anticuerpos anti-BMP9 resultantes modificados se pueden seleccionar en
funcién de la actividad de unién.

Una "secuencia consenso" es una secuencia formada a partir de los aminoacidos (o nucleétidos) que se dan con
mas frecuencia en una familia de secuencias relacionadas (véase, por ejemplo, Winnaker, From Genes to Clones
(Verlagsgesellschaft, Weinheim, Alemania, 1987). En una familia de proteinas, cada posicion en la secuencia
consenso esta ocupada por el aminoacido que se da con mas frecuencia en esa posicion en la familia. Si dos
aminoacidos se dan con la misma frecuencia por igual, se puede incluir cualquiera de ellos en la secuencia
consenso. Un "marco consenso” de una inmunoglobulina se refiere a una regién marco en la secuencia consenso de
la inmunoglobulina.

ii. Anticuerpos disefiados y modificados genéticamente

Se puede preparar un anticuerpo de la invenciéon usando un anticuerpo que tiene una o mas secuencias de Vu y/o de
VL como material de partida para disefiar genéticamente un anticuerpo modificado, cuyo anticuerpo modificado
puede tener propiedades alteradas del anticuerpo de partida. Un anticuerpo se puede disefiar genéticamente
modificando uno o mas restos en una o ambas regiones variables (es decir, Vu y/o VL), por ejemplo, en una o mas
regiones CDR y/o en una o0 mas regiones marco. Adicionalmente o como alternativa, se puede disefar
genéticamente un anticuerpo modificando los restos en la(s) region(es) constante(s), por ejemplo, para alterar la(s)
funcién(es) efectora(s) del anticuerpo.

Un tipo de ingenieria genética en la region variable que se puede realizar es la insercion de CDR. Los anticuerpos
interaccionan con antigenos diana de manera predominante a través de los restos de aminoacidos que estan
localizados en las seis CDR de cadena pesada y ligera. Por este motivo, las secuencias de aminoacidos en las CDR
son mas diversas entre anticuerpos individuales que las secuencias fuera de las CDR. Dado que las secuencias
CDR son responsables de la mayoria de las interacciones anticuerpo-antigeno, es posible expresar anticuerpos
recombinantes que imitan las propiedades de anticuerpos de origen natural construyendo vectores de expresion que
incluyen secuencias CDR del anticuerpo especifico de origen natural insertadas en las secuencias marco de un
anticuerpo diferente con propiedades diferentes (véase, por ejemplo, Riechmann y col., 1998 Nature 332:323-327;
Jones y col., 1986 Nature 321:522-525; Queen y col., 1989 Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86:10029-10033; la Patente
de Estados Unidos N.° 5.225.539 y la Patente de Estados Unidos N.° 5.530.101; 5.585.089; 5.693.762 y 6.180.370).

Las secuencias marco se pueden obtener a partir de bases de datos publicas de ADN o de referencias publicadas
gue incluyen secuencias génicas de anticuerpos de la linea germinal. Por ejemplo, las secuencias de ADN de la
linea germinal para los genes de la region variable de la cadena pesada y ligera humana se pueden encontrar en la
base de datos de secuencias de la linea germinal humana "VBase" (disponible en internet en www.mrc-
cpe.cam.ac.uk/vbase), asi como en Kabat y col., 1991 Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta
edicion, Departamento de salud y servicios humanos de los Estados Unidos, Publicacién de NIH N.° 91-3242;
Tomlinson y col., 1992 J. Mol. Biol. 227:776-798; y Cox y col., 1994 Eur. J. Immunol. 24:827-836.

Las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 de Vn y las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 de V. se pueden insertar
en regiones marco que tienen la secuencia idéntica a la hallada en el gen de inmunoglobulina de la linea germinal
del que proviene la secuencia marco, o las secuencias de CDR se pueden insertar en regiones marco que contienen
una 0 mas mutaciones en comparacion con las secuencias de la linea germinal. Por ejemplo, se ha descubierto que
en determinados casos es beneficioso mutar restos en las regiones marco para conservar o potenciar la capacidad
de unién a antigeno del anticuerpo (véase, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N.° 5.530.101; 5.585.089;
5.693.762 y 6.180.370).

Las CDR también se pueden insertar en regiones marco de polipéptidos que no sean dominios de inmunoglobulina.
Las estructuras apropiadas forman un marco estable de manera conformacional que presenta los restos insertados
de manera que formen una superficie localizada y se unan a la diana de interés (por ejemplo, BMP9 o BMP 10). Por
ejemplo, las CDR se pueden insertar en una estructura en la que las regiones marco se basan en fibronectina,
ankyrina, lipocalina, neocarzinostatina, citocromo b, dedos de zinc de CP1, PST1, superhélice, LACI-D1, dominio Z o
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tendramisat (véase, por ejemplo, Nygren y Uhlen, 1997 Current Opinion in Structural Biology, 7, 463-469).

Otro tipo de modificacion de la region variable es la mutacion de restos de aminoacidos en las regiones de CDR1,
CDR2 y/o CDR3 de VH y/o Vi para mejorar de este modo una o mas propiedades de union (por ejemplo, la afinidad)
del anticuerpo de interés, conocida como "maduracién de afinidad". La mutagénesis de sitio dirigido o la
mutagénesis mediada por PCR se pueden realizar para introducir la(s) mutacion(es), y el efecto sobre la unién de los
anticuerpos y otra propiedad de interés, se puede evaluar en ensayos in vitro o in vivo como los descritos en el
presente documento. Se pueden introducir modificaciones conservativas. Las mutaciones pueden ser sustituciones,
adiciones o deleciones de aminoacidos. Por otra parte, tipicamente no se alteran mas de una, dos, tres, cuatro o
cinco restos en una regién de CDR.

Los anticuerpos disefiados por ingenieria genética de la invencién incluyen aquellos en los que se han hecho
modificaciones en los restos de la region marco en Vu y/o Vi, por ejemplo, para mejorar las propiedades del
anticuerpo. Tipicamente, tales modificaciones en la region marco se hacen para disminuir la inmunogenicidad del
anticuerpo. Por ejemplo, una estrategia es "retromutar" uno o mas restos de la region marco a la correspondiente
secuencia de la linea germinal. Mas especificamente, un anticuerpo que se ha sometido a una mutaciéon somatica
puede contener restos de la regién marco que difieren de la secuencia de la linea germinal de la que deriva el
anticuerpo. Tales restos se pueden identificar mediante la comparacion de las secuencias marco del anticuerpo con
las secuencias de la linea germinal de la que proviene el anticuerpo. Para reestablecer las secuencias de la regiéon
marco a su configuracion de la linea germinal, las mutaciones somaticas se pueden "retromutar" a la secuencia de la
linea germinal mediante, por ejemplo, mutagénesis de sitio dirigido o mutagénesis mediada por PCR. También se
pretende que tales anticuerpos "retromutados” estén abarcados por la invencion.

Otro tipo de modificacion en la region marco implica mutar uno o mas restos en la regién marco o incluso en una o
mas regiones CDR, para eliminar los linfocitos T-epitopos para reducir de este modo la posible inmunogenicidad del
anticuerpo. Esta estrategia también se denomina "desinmunizacion" y se describe con mas detalle en la Publicacién
de Patente de Estados Unidos N.° 20030153043 por Carr y col.

Ademas o como alternativa a las modificaciones hechas en la regién marco o en las regiones CDR, los anticuerpos
de la invencion se pueden disefiar genéticamente para incluir modificaciones en la regiéon Fc, tipicamente para
alterar una o mas propiedades funcionales del anticuerpo, tales como la semivida en el suero, la fijacion al
complemento, la unién al receptor Fc y/o la citotoxicidad celular dependiente de antigeno. Ademas, un anticuerpo de
la invencion se puede modificar quimicamente (por ejemplo, se pueden unir uno o mas grupos quimicos al
anticuerpo) se puede modificar para alterar su glucosilacion, para alterar de nuevo una o mas propiedades del
anticuerpo.

En una realizacion, la regién de bisagra de CH1 se modifica de manera que se altera el nimero de restos de cisteina
en la regién de bisagra, por ejemplo, se aumenta o se disminuye. Esta estrategia se describe en detalle en la
Patente de Estados Unidos N.° 5.677.425 por Bodmer y col. El nimero de restos de cisteina en la region de bisagra
de CH1 se altera para, por ejemplo, facilitar el ensamblaje de las cadenas ligeras y pesadas o para aumentar o
disminuir la estabilidad del anticuerpo.

En otra realizacion, la regién bisagra de Fc de un anticuerpo se muta para disminuir la semivida biolégica del
anticuerpo. Mas especificamente, se introducen una o mas mutaciones de aminoacidos en la region de la interfaz del
dominio CH2-CH3 del fragmento bisagra-Fc de manera que el anticuerpo tiene una union a la proteina A
estafilocécica (SpA) deteriorada en relacién con la union a SpA de Fc-bisagra natural. Esta aproximacion se describe
en mayor detalle en la Patente de Estados Unidos N.° 6.165.745 por Ward y col.

En otra realizacion, el anticuerpo se modifica para aumentar su semivida biolégica. Son posibles diversas
estrategias. Por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N.° 6.277.375 describe las siguientes mutaciones en una IgG
gue aumentan in vivo su semivida: T252L, T254S, T256F. Como alternativa, para aumentar la semivida biolégica, se
puede alterar el anticuerpo en la region CH1 o CL para que contenga un receptor de rescate que se une al epitopo
tomado de dos bucles de un dominio CH2 de una regiéon Fc de una IgG, tal como se describe en la Patente de
Estados Unidos 5.869.046 y 6.121.022 por Presta y col.

En otras realizaciones mas, se altera la regién Fc sustituyendo al menos un resto de aminoacido por un resto de
aminoacido diferente para alterar las funciones efectoras del anticuerpo. Por ejemplo, se pueden sustituir uno 0 mas
aminoacidos por un resto de aminoacido diferente de manera que el anticuerpo tenga una afinidad alterada por un
ligando efector pero mantenga la capacidad de unién a antigeno del anticuerpo original. El ligando efector para el
que se altera la afinidad puede ser, por ejemplo, un receptor Fc del componente C1 del complemento. Esta
estrategia se describe en detalle en las Patentes de Estados Unidos N.° 5.624.821 y 5.648.260, ambas por Winter y
col.

En otra realizacion, uno o mas aminoacidos seleccionados de los restos de aminoacidos se pueden sustituir por un

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2656232713

resto de aminoacido diferente de manera que el anticuerpo tenga una unién a Clq alterada y/o una citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC) reducida o abolida. Esta estrategia se describe con méas detalle en la Patente
de Estados Unidos N.° 6.194.551 por Idusogie y col.

En otra realizacion, se alteran uno o mas restos de aminoacidos para alterar de este modo la capacidad del
anticuerpo para fijarse al complemento. Esta estrategia se describe con mas detalle en el documento WO 94/29351
por Bodmer y col.

En otra realizacion mas, se modifica la region Fc para aumentar la capacidad del anticuerpo para mediar la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (CCDA) y/o para aumentar la afinidad del anticuerpo por un receptor
Fcy modificando uno o mas aminoécidos. Esta estrategia se describe adicionalmente en el documento WO 00/42072
por Presta. Por otra parte, los sitios de union sobre la IgG1 humana para FcyR1, FcyRIl, FcyRIll y FcRn se han
mapeado y se han descrito variantes con unién mejorada (véase Shields, R.L. y col., 2001 J. Biol. Chem. 276:6591-
6604).

En otra realizacion mas, se modifica la glucosilacién de un anticuerpo. Por ejemplo, se puede preparar un anticuerpo
aglucosilado (es decir, que el anticuerpo carece de glucosilacion). Se puede alterar la glucosilacion, por ejemplo,
para aumentar la afinidad del anticuerpo por un antigeno. Tales modificaciones de hidratos de carbono se pueden
lograr mediante, por ejemplo, la alteraciéon de uno o mas sitios de glucosilaciéon en la secuencia del anticuerpo. Por
ejemplo, se pueden generar una 0 mas sustituciones de aminoacidos que dan como resultado la eliminacién de uno
0 mas sitios de glucosilacion de la region marco variable para eliminar de este modo la glucosilaciéon en ese sitio. Tal
aglucosilacién puede aumentar la afinidad del anticuerpo por el antigeno. Tal estrategia se describe con mas detalle
en las Patentes de Estados Unidos N.° 5.714.350 y 6.350.861 por Co y col.

Adicionalmente o como alternativa, se puede preparar un anticuerpo que tiene un tipo alterado de glucosilacion, tal
como un anticuerpo hipofucosilado que tiene cantidades reducidas de restos de fucosilo o un anticuerpo que tiene
gue tiene estructuras GIcNAc bisectadas aumentadas. Se ha demostrado que tales patrones de glucosilacion
alterada aumentan la capacidad de CCDA de los anticuerpos. Tales modificaciones de hidratos de carbono se
pueden lograr mediante, por ejemplo, la expresidon del anticuerpo en una célula hospedadora con maquinaria de
glucosilacion alterada. Las células con la maquinaria de glucosilacion alterada se han descrito en la materia y se
pueden usar como células hospedadoras en las que expresar anticuerpos recombinantes de la invencién para
producir de este modo un anticuerpo con glucosilacion alterada. Por ejemplo, el documento EP 1.176.195 por Hang
y col. describe una linea celular con un gen FUT8 funcionalmente interrumpido, que codifica una fucosiltransferasa,
de manera que los anticuerpos expresados en tal linea celular presentan hipofucosilacién. La Publicacion de PCT
WO 03/035835 por Presta describe una variante de la linea celular CHO, las células Lecl3, con capacidad reducida
para unir fucosa a los hidratos de carbono enlazados a Asn(297), que también da como resultado una
hipofucosilacion de anticuerpos expresados en esa célula hospedadora (véase también Shields, R.L. y col., 2002 J.
Biol. Chem. 277:26733-26740). El documento WO 99/54342 por Umana y col. describe lineas celulares disefiadas
por ingenieria genética para expresar glucosiltransferasas modificadoras de glucoproteinas (por ejemplo la beta(1,4)-
N acetilglucosaminiltransferasa Il (GnTlll)), de manera que tales anticuerpos expresados en las lineas celulares
disefiadas por ingenieria genética presentan estructuras GlcNac bisectadas aumentadas que dan como resultado
una actividad de CCDA aumentada de los anticuerpos (véase también Umana y col., 1999 Nat. Biotech. 17:176-
180).

Otra modificacion de los anticuerpos en el presente documento que se contempla por la invencion es la pegilacion.
Se puede pegilar un anticuerpo para, por ejemplo, aumentar la semivida bioldgica (por ejemplo, en el suero) del
anticuerpo. Para pegilar un anticuerpo, tipicamente se hace reaccionar el anticuerpo o el fragmento del mismo con
polietilenglicol (PEG), tal como un éster reactivo o un derivado de aldehido de PEG, en condiciones en las que uno o
mas restos de PEG se unen al anticuerpo o al fragmento de anticuerpo. La pegilacion se puede llevar a cabo
mediante una reaccion de acilacion o una reaccion de alquilacion con una molécula de PEG reactiva (o un polimero
reactivo analogo y soluble en agua). Tal como se usa en el presente documento, el termino "polietilenglicol" pretende
abarcar cualquiera de las formas de PEG que se han usado para derivatizar otras proteinas, tales como mono (C1-
C10) alcoxipoli- polietilenglicol o ariloxi-polietilenglicol o polietilenglicol-maleimida. En ciertas realizaciones, el
anticuerpo a pegilar es un anticuerpo aglucosilado. Los métodos para pegilar proteinas son conocidos en la materia
y se pueden aplicar a los anticuerpos de la invencion. Véase, por ejemplo, el documento EP 0 154 316 por
Nishimura y col. y el documento EP 0 401 384 por Ishikawa y col.

Ademas, la pegilacion se puede lograr en cualquier parte de un polipéptido de union a BMP9 de la invencion
mediante la introduccién de un aminoacido no natural. Se pueden introducir determinados aminoacidos no naturales
mediante la tecnologia descrita en Deiters y col., J Am Chem Soc 125:11782-11783, 2003; Wang y Schultz, Science
301:964-967, 2003; Wang y col., Science 292:498-500, 2001; Zhang y col., Science 303:371-373, 2004 o en la
Patente de Estados Unidos N.° 7.083.970. En resumen, algunos de los sistemas de expresion implican la
mutagénesis de sitio dirigido para introducir un codon sin sentido, tal como un TAG ambar, en el marco de lectura
abierta que codifica un polipéptido de la invencion. Tales vectores de expresién se introducen entonces en un
hospedador que puede utilizar un ARNt especifico para el codon sin sentido introducido y cargado con el aminoacido

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2656232713

no natural elegido. Los aminoacidos no naturales que son beneficiosos para el fin de conjugar restos con los
polipéptidos de la invencion incluyen aquellos con cadenas laterales de acetileno y azido. Los polipéptidos que
contienen estos aminoacidos novedosos se pueden entonces pegilar en estos sitios elegidos en la proteina.

iii. Fragmentos de anticuerpo

La presente invencién no se limita a anticuerpos tradicionales y se puede realizar mediante el uso de fragmentos de
anticuerpo. Tal como se detalla a continuacion, actualmente se ha desarrollado una amplia variedad de tecnologias
de fragmentos de anticuerpos y son ampliamente conocidas en la materia.

Los anticuerpos de dominio (dAb) son las unidades de unién funcionales mas pequefias de anticuerpos, que se
corresponden con las regiones variables de cualquiera de las cadenas pesadas (VH) o ligeras (VL) de los
anticuerpos humanos. Los anticuerpos de dominio tienen un peso molecular de aproximadamente 13 kDa. Domantis
ha desarrollado una serie de bibliotecas grandes y altamente funcionales de dAb de VH y VL humanos (mas de diez
mil millones de secuencias diferentes en cada biblioteca) y usa estas bibliotecas para seleccionar los dAb que son
especificos para dianas terapéuticas. Al contrario de muchos anticuerpos convencionales, los anticuerpos de
dominio se expresan bien en sistemas bacterianos, de levaduras y de células de mamifero. Los detalles adicionales
de los anticuerpos de dominio y los métodos de produccion de los mismos se pueden obtener a modo de referencia
en las Patentes de Estados Unidos 6.291.158; 6.582.915; 6.593.081; 6.172.197; 6.696.245; el documento de
Estados Unidos de N.° de serie 2004/0110941; la Solicitud de Patente Europea N.° 1433846 y las Patentes
Europeas 0368684 y 0616640; los documentos WO05/035572, WO04/10179 WO04/081026, WO04/058821,
WO004/003019 y WOO03/002609. Los nanocuerpos son proteinas terapéuticas derivadas de anticuerpos que
contienen las propiedades estructurales y funcionales Unicas de los anticuerpos de cadena pesada de origen natural.
Estos anticuerpos de cadena pesada contienen un Unico dominio variable (VHH) y dos dominios constantes (CH2 y
CH3). De manera importante, el dominio VHH clonado y aislado es un polipéptido perfectamente estable que alberga
la capacidad completa de unién a antigeno del anticuerpo de cadena pesada original. Los nanocuerpos tienen una
alta homologia con los dominios VH de los anticuerpos humanos y se pueden humanizar de manera adicional sin
ninguna pérdida de actividad. De manera importante, los nanocuerpos tiene un bajo potencial inmunogénico, que se
ha confirmado en estudios de primates con compuestos que llevan nanocuerpos.

Los nanocuerpos combinan las ventajas de los anticuerpos convencionales con caracteristicas importantes de los
farmacos de molécula pequefia. Al igual que los anticuerpos convencionales, los nanocuerpos presentan una alta
especificidad con la diana, una alta afinidad por su diana y una baja toxicidad inherente. Sin embargo, al igual que
los farmacos de molécula pequefia, pueden inhibir enzimas y acceder faciimente a las hendiduras del receptor.
Ademas, los nanocuerpos son extremadamente estables, se pueden administrar por otros medios que no sean la
inyeccion (véase,por ejemplo, el documento WO 04/041867) y son faciles de fabricar. Otras ventajas de los
nanocuerpos incluyen el reconocimiento de epitopos no comunes o escondidos como resultado de su pequefio
tamafo, la union a cavidades o sitios activos de dianas proteicas con alta afinidad y selectividad debido a su
flexibilidad tridimensional Gnica de formato de farmaco, el ajuste de la vida media y la facilidad y velocidad de
descubrimiento de farmacos.

Los nanocuerpos se codifican por genes Unicos y se producen de manera eficaz en casi todos los hospedadores
procariotas y eucariotas, por ejemplo, E. coli (véase, por ejemplo, el documento U.S. 6.765.087, que se incorpora en
el presente documento a modo de referencia en su integridad), mohos (por ejemplo, Aspergillus o Trichoderma) y
levaduras (por ejemplo, Saccharomyces, Kluyveromyces, Hansenula o Pichia) (véase,por ejemplo, el documento
U.S. 6.838.254). El proceso de produccidon se puede hacer a escala y se han producido cantidades de varios
kilogramos de nanocuerpos. Dado que los nanocuerpos presentan una estabilidad superior en comparacién con los
anticuerpos convencionales, se pueden formular como una solucion de larga vida util y facil de usar.

El método del nanoclon (véase, por ejemplo, el documento WO 06/079372) es un método patentado para generar
nanocuerpos contra una diana deseada, basado en la selecciéon automatizada de linfocitos B de alto rendimiento y
se podria usar en el ambito de la presente invencion.

Los unicuerpos son otra tecnologia de fragmentos de anticuerpo, sin embargo, esta se basa en la eliminacion de la
region de bisagra de los anticuerpos 1gG4. La delecion de la regiéon de bisagra da como resultado una molécula que
es esencialmente de la mitad del tamafio de los anticuerpos IgG4 tradicionales y tiene una region de union
univalente en lugar de la regién de unién bivalente de los anticuerpos IgG4. También es bien sabido que los
anticuerpos 1gG4 son inertes y, por lo tanto, no interaccionan con el sistema inmunitario, lo que puede ser ventajoso
para el tratamiento de enfermedades en donde no se desea una respuesta inmunitaria, y esta ventaja se consigue
con los unicuerpos. Por ejemplo, los unicuerpos pueden funcionar para inhibir o silenciar, pero no eliminar, las
células a las que se unen. De manera adicional, la unién de los unicuerpos a células cancerosas no estimula su
proliferacion. Ademas, dado que los unicuerpos son aproximadamente la mitad del tamafio de los anticuerpos 1gG4
tradicionales, pueden presentar una mejor distribucion sobre tumores solidos mas grandes con una eficacia
potencialmente ventajosa. Los unicuerpos se eliminan del cuerpo a una tasa similar a la de los anticuerpos IgG4
completos y son capaces de unirse con una afinidad por sus antigenos similar a la de los anticuerpos completos. Los
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detalles adicionales de los unicuerpos se pueden obtener con referencia a la solicitud de patente W02007/059782.
B. Inmunoconjugados

En otro aspecto, los métodos de la presente invencion emplean agentes inmunoconjugados que se dirigen a BMP9 y
que inhiben o regulan de manera negativa a la BMP9. Los agentes que se pueden dirigir a BMP9 incluyen, aunque
sin limitacién, agentes citotdxicos, agentes antiinflamatorios, por ejemplo, un agente inflamatorio esteroideo o no
esteroideo, o antimetabolitos de citotoxina (por ejemplo, metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-
fluorouracil decarbazina), agentes alquilantes (por ejemplo, mecloretamina, tioepa clorambucil, melfalan, carmustina
(BSNU) y lomustina (CCNU), ciclotosfamida, busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C y cis-
diclorodiamina-platino (II) (DDP) cisplatino), antraciclinas (por ejemplo, daunorrubicina (anteriormente daunomicina)
y doxorrubicina), antibidticos (por ejemplo, dactinomicina (anteriormente actinomicina), bleomicina, mitramicina y
antramicina (AMC)) y agentes antimitéticos (por ejemplo, vincristina y vinblastina).

El término "citotoxina" o "agente citotoxico" incluye cualquier agente que es perjudicial (por ejemplo, que lo elimina)
para el tejido fibrotico. Los ejemplos incluyen taxol, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina,
mitomicina, etopdsido, tenopésido, vincristina, vinblastina, colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina,
dihidroxiantracindiona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-deshidrotestosterona, glucocorticoides,
procaina, tetracaina, lidocaina, propanolol y puromicina y analogos u homélogos de los mismos.

Los inmunoconjugados se pueden formar conjugando (por ejemplo, por enlace quimico o por expresion
recombinante) anticuerpos con agentes terapéuticos adecuados. Los agentes adecuados incluyen, por ejemplo, un
agente citotoxico, una toxina (por ejemplo, una toxina enzimaticamente activa de origen bacteriano, fungico, vegetal
o animal, o fragmentos de la misma) y/o un isétopo radiactivo (es decir, un radioconjugado). Las toxinas
enzimaticamente activas y los fragmentos de la misma que se pueden usar incluyen la cadena A de difteria, los
fragmentos activos de no unién de la toxina de difteria, la cadena A de la exotoxina (de Pseudomonas aeruginosa),
la cadena A de ricina, la cadena A de abrina, la cadena A de modeccina, sarcina alfa, las proteinas de Aleurites
fordii, las proteinas de diantina, las proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPIl y PAP-S), el inhibidor de
momordica charantia, curcina, crotina, el inhibidor de sapaonaria officinalis, geloina, mitogelina, restrictocina,
fenomicina, enomicina y los tricotecenos. Hay una variedad de radionucleidos disponibles para la produccion de
anticuerpos radioconjugados. Los ejemplos incluyen 212 Bi, 13 |, 131 |n, %0Y y 186Re,

Los inmunoconjugados se pueden preparar usando una variedad de agentes de acoplamiento a proteinas
bifuncionales tales como N-succinimidil-3-(2-piridilditiol) propionato (SPDP), iminotiolano (IT), derivados bifuncionales
de imidioésteres (tales como dimetil adipimidato HCL), ésteres activos (tales como disuccinimidil suberato),
aldehidos (tales como glutaraldehido), compuestos de bis-azido (tales como bis (p-azidobenzoil) hexanodiamina),
derivados de bis-diazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilenodiamina), diisocianatos (tales como tolieno 2,6-
diisocianato) y compuestos de bis-activo fluorina (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, se puede
preparar una inmunotoxina de ricina tal como se describe en Vitetta y col., Science 238: 1098 (1987). El acido 1-
isotiocianatobenzil-3-metildietileno triaminopentaacético (MX-DTPA) marcado con carbono-14 es un agente quelante
ejemplar para la conjugacion del radionucleétido con el anticuerpo (véase,por ejemplo, el documento W094/11026).

Ejemplos
Ejemplo 1

La BMP9 y la BMP10 se identificaron como indicadores de fibrosis en una prueba de seleccién de fenotipo y, por lo
tanto, como posibles dianas terapéuticas capaces del tratamiento de trastornos fibréticos. El experimento se realizo
en un formato de placa de 384 pocillos y por triplicado. En resumen, se realizé una transfeccion inversa en células
Hek293 de aproximadamente 1500 clones de expresion de ADNc humano que codifican proteinas secretadas
predichas usando Fugene 6 (Roche) en una proporcion de 4:1 (Fugene:ADN) en medio DMEM completo
(Invitrogen). Las células Hek293 se lavaron 24 horas después de la transfeccién y se incubaron durante 48 horas
adicionales para enriquecer las proteinas secretadas. Los medios acondicionados de las células Hek293
transfectadas se transfirieron a fibroblastos dérmicos primarios humanos en etapa 3 (Lonza) que se sincronizaron
mediante inanicion durante 24 horas en ausencia de suero. La diferenciacion de fibroblastos en miofibroblastos se
apunt6 96 mas tarde mediante inmunotincion para la presencia de alfa actina del misculo liso (dAML [Sigma], un
marcador conocido de la diferenciacién de fibroblastos) usando la generacion de imagenes de alto contenido (Figura
1). Se generaron imagenes de tres campos de visién usando un analizador In Cell (GE Healthcare) y la intensidad
del pixel por nicleo se calculé como una medida de la diferenciacion porcentual.

Para confirmar la actividad de BMP9 y BMP10 sobre la diferenciacion de los fibroblastos, se obtuvo la proteina
BMP9 y BMP10 recombinante (R&D) y se uso6 para estimular el fibroblasto restante (Figura 2). En resumen, 40 ng/ml
de proteina BMP9 recombinante activa y 1000 ng/ml de proteina BMP10 recombinante activa (R&D System) se
diluyeron de manera seriada 2 veces y se usaron en un experimento de respuesta a 12 dosis usando fibroblastos
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dérmicos primarios humanos en etapa 3 que se sincronizaron mediante inanicién durante 24 horas en ausencia de
suero. La diferenciaciéon de fibroblastos en miofibroblastos se apunté 96 mas tarde mediante inmunotincién para la
presencia de alfa actina del musculo liso usando la generacién de imagenes de alto contenido. Se demostré que
BMP9 y BMP 10 modularon de forma positiva la diferenciacién de fibroblastos a una concentracion eficaz (CE50) de
aproximadamente 2 ng/ml y aproximadamente 125 ng/ml, respectivamente. Ademas, el tratamiento de fibroblastos
con proteinas BMP9 o BMP10 recombinantes usadas a una dosis CE90 de 10 ng/ml y 250 ng/ml respectivamente
durante 24-96 horas también llevé a la regulacion positiva de los marcadores de fibrosis conocidos. En resumen, los
fibroblastos dérmicos primarios humanos en etapa 3 que se sincroniz6 mediante inanicién durante 24 horas en
ausencia de suero se trataron después con BMP9, BMP10 o con 10 ng/ml de TGFb1. Los fibroblastos se recogieron
en diversos momentos tras la estimulacion (24-96 horas( y se prepararon los ARN (Qiagen) para su uso en ensayos
de PCR cuantitativa. Se determiné la modulacién de los marcadores fibréticos conocidos, incluyendo alfa actina de
musculo liso, colageno de tipo Il y proteina oligomérica de la matriz del cartilago (POMC) mediante TGFb, BMP9 o
BMP10 (Figuras 3-5). Tanto la BMP9 como la BMP10 demostraron inducir la actividad transcripcional de la alfa
actina del musculo liso, del colageno de tipo Ill, y de la proteina oligomérica de la matriz del cartilago.

Ejemplo 2

Para evaluar adicionalmente el papel de BMP9 en la fibrosis, se establecid un ensayo de gen reportero (EGR). De
manera especifica, se generé una construccién reportera de BMP9 (ID-BRE) usando el elemento de respuesta a
BMP (BRE) del promotor Id1 fusionado con el gen de la luciferasa de luciérnaga. EI EGR de BMP9 se llevé a cabo
sobre células HEK293 transfectadas de forma estable con ID-BRE. Las células HEK293 ID-BRE se cultivaron a
5x10° células/35 mm-placa un dia antes de la transfeccion. Se cotransfectaron 2,5 ug de construcciones de ADN de
ALK1 constitutivamente activa y de GFP (10:1) en células HEK293 ID-BRE mediante Fugene 6 (Roche, 8 pl),
siguiendo el protocolo del fabricante en el dia 2. La eficacia de la transfeccion se midi6 mediante la visualizacion de
la GFP. Las células transfectadas se cultivaron después en placas de 96 pocillos a 1x10* células/pocillo en el dia 3.
La BMP9 se afiadié a la placa de 96 pocillos a diferentes concentraciones con o sin un anticuerpo neutralizante de
BMP9 o un receptor soluble, ALK1-Fc, en el dia 4. Las células se recolectaron en el dia 5 y la actividad de luciferasa
se midié usando el sistema de ensayo de luciferasa Bright-Glo (Promega) siguiendo el protocolo del fabricante.

Tal como se muestra en la Figura 6, tanto un anticuerpo neutralizante anti-BMP9 como un receptor soluble, ALK1-
Fc, inhibieron la actividad BRE-luciferasa estimulada por BMP9.

Ejemplo 3

Se realizé un ensayo de transdiferenciacion epitelio-mesénquima (TEM) para evaluar si la BMP9 tiene algun efecto
sobre la TEM en hepatocitos. De manera especifica, se cultivaron las células Hep3B (ATCC) en DMEM-F12,
complementado con FBS al 10 %, 10 U /ml de penicilina y 10 U / ml de estreptomicina, a 37 °C en una atmdsfera
humidificada que contiene CO2 al 5 %. Se cultivaron 2 x 10° células Hep3B en DMEM-F12 completo en cada pocillo
de placas de 24 pocillos. El medio se sustituyd por medio bajo en suero (1 %) con o sin 10 ng/ml de BMP9 (R&D).

En un experimento, las células se fijaron 24 horas tras el tratamiento con o sin BMP9, se fijaron para el analisis de
imagenes y se sometieron a tincién de inmunohistoquimica con E-cadherina y a-AML. Tal como se evidencia
mediante los cambios morfolégicos en la célula representados en la Figura 6, la BMP9 indujo la TEM, redujo la E-
cadherina y aumento la a-AML, en comparacion con el control.

Para los analisis de PCR cuantitativa, las células se recolectaron 48 horas después del tratamiento con BMP9 y el
ARN total se extrajo y se sometio a analisis de RT-PCR. La PCR se dej6 correr en ABI7700HT. Tal como se muestra
en las Figuras 8A-8D, la BMP9 indujo la expresién de cuatro marcadores de fibroblastos diferentes (es decir, aAML,
Col lal, proteina especifica de fibroblasto (FSP-1) y vimentina) de una manera dependiente de la dosis.

Las células también se trataron con BMP9 en ausencia o presencia de un anticuerpo anti-BMP9 o ALK1-Fc. 48
horas después del tratamiento, se extrajo el ARN total de la proteina especifica de fibroblasto (FSP-1) y se someti6 a

andlisis de PCR cuantitativa. Como se muestra en la Figura 9, tanto un anticuerpo monoclonal neutralizante de
BMP9 como un receptor soluble (ALK1-Fc) inhibieron la expresion de FSP-1 inducida por BMP9.

Equivalentes

Los expertos en la materia reconoceran o seran capaces de determinar, usando nada mas que la experimentacion
habitual, muchos equivalentes de las realizaciones especificas de la invencion descrita en el presente documento.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo antagonista anti-BMP9 para su uso en un método para tratar o prevenir un trastorno fibrético en un
sujeto, en particular, un ser humano, que comprende la administracion a dicho sujeto de una cantidad eficaz de un
anticuerpo anti-BMP9.

2. El anticuerpo antagonista anti-BMP9 para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el trastorno
fibrético se selecciona del grupo que consiste en fibrosis vascular, fibrosis pulmonar, fibrosis pancreatica, fibrosis
hepatica, fibrosis renal, fibrosis musculoesquelética, fibrosis cardiaca, fibrosis de la piel, fibrosis ocular, glaucoma,
esclerosis sistémica progresiva (ESP), enfermedad injerto contra huésped crénica, esclerodermia, enfermedad de
Peyronie, estenosis uretral postcistoscopia, fibrosis retroperitoneal idiopatica y farmacoldgicamente inducida, fibrosis
del mediastino, fibrosis masiva progresiva, fibrosis proliferativa y fibrosis neoplasica.

3. El anticuerpo antagonista anti-BMP9 para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en donde
dicho anticuerpo se administra a dicho sujeto

a) junto con un agente terapéutico adicional; y/o
b) por via intravenosa, intramuscular o subcutanea.

4. El anticuerpo antagonista anti-BMP9 para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde
dicho anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en

a) un anticuerpo de murino, un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo biespecifico y un
anticuerpo quimérico, o
b) un Fab, Fab’2, ScFv, SMIP, afficuerpo y un anticuerpo de dominio.

5. El anticuerpo antagonista anti-BMP9 para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde
el trastorno fibrotico se selecciona del grupo que consiste en fibrosis hepatica, fibrosis renal, fibrosis cardiaca,
fibrosis de la piel y fibrosis pulmonar.

6. El anticuerpo antagonista anti-BMP9 para su uso en un método de tratamiento o prevencién de un trastorno
fibrético de acuerdo con la reivindicacion 6 en donde el trastorno fibrético es fibrosis hepatica.

7. Un método para evaluar si un sujeto tiene o esta en riesgo de desarrollar un trastorno fibrético que comprende: (i)
poner en contacto una muestra de dicho sujeto con un reactivo capaz de detectar BMP9; y (ii) detectar BMP9, en
donde un nivel elevado de BMP9 en relacién con un control es un indicativo de que el sujeto tiene o0 esta en riesgo
de desatrrollar un trastorno fibrético.

8. El método de la reivindicacion 7, que comprende adicionalmente detectar un marcador de fibrosis adicional
seleccionado del grupo que consiste en alfa actina de musculo liso, proteina oligomérica de la matriz del cartilago de
colageno de tipo Ill, colageno tipo I, colageno de tipo 1V, proteina 1 especifica de fibroblastos, fibronectina, serpinEl,
periostina, IGFBP3, SPARC, CTGF, TGFb, Cyr61, BMP10 y fosfo smad 2/3.

9. El método de la reivindicaciéon 7, en donde el reactivo es

a) un anticuerpo o un acido nucleico; y/o

b) esta marcado de manera detectable, particularmente con un marcador seleccionado del grupo que consiste en
un radioisétopo, un compuesto bioluminiscente, un compuesto quimioluminiscente, un compuesto fluorescente,
un quelato de metal o una enzima.

10. El método de la reivindicacién 7, en donde la muestra comprende

a) células obtenidas del sujeto; o

b) un liquido obtenido del sujeto, en particular, un liquido seleccionado del grupo que consiste en liquidos
sanguineos, linfa, liquido ginecolodgico, liquido cistico, liquido ocular, orina y liquidos recogidos mediante
enjuague peritoneal.

11. El método de la reivindicacion 7, en donde el nivel de BMP9 es (a) al menos 2 veces, (b) al menos 3 veces,
mayor en comparacion con el control.

12. Un método para evaluar la eficacia de un régimen de tratamiento para tratar un trastorno fibrético en un sujeto,
comprendiendo el método:
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a) poner en contacto una primera muestra obtenida de dicho sujeto antes de administrar al menos una parte del
régimen de tratamiento al sujeto con un reactivo capaz de detectar BMP9;

b) poner en contacto una segunda muestra obtenida de dicho sujeto tras la administracion de al menos una parte
del régimen de tratamiento con un reactivo capaz de detectar BMP9; y

¢) comparar los niveles de BMP9 de la primera y segunda muestra,

en donde un elevado nivel de BMP9 presente en la primera muestra, en relacién con la segunda muestra, es un
indicativo de que el régimen de tratamiento es eficaz para tratar un trastorno fibrético en el sujeto.

13. El método de la reivindicacién 12, en donde el régimen de tratamiento comprende la administracion de un
anticuerpo anti-BMP9.

14. El método de la reivindicacion 13, en donde el anticuerpo anti-BMP9 se selecciona del grupo que consiste en

a) un anticuerpo de murino, un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo biespecifico y un
anticuerpo quimérico, o
b) un Fab, Fab’2, ScFv, SMIP, afficuerpo y un anticuerpo de dominio.

15. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 12-14, en donde el trastorno fibrético se selecciona del
grupo que consiste en fibrosis vascular, fibrosis pulmonar, fibrosis pancreatica, fibrosis hepatica, fibrosis renal,
fibrosis musculoesquelética, fibrosis cardiaca, fibrosis de la piel, fibrosis ocular, glaucoma, esclerosis sistémica
progresiva (ESP), enfermedad injerto contra huésped croénica, esclerodermia, enfermedad de Peyronie, estenosis
uretral postcistoscopia, fibrosis retroperitoneal idiopatica y farmacol6gicamente inducida, fibrosis del mediastino,
fibrosis masiva progresiva, fibrosis proliferativa y fibrosis neoplasica.
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