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DESCRIPCION
Hipertension pulmonar

La descripcion se refiere a anticuerpos antagonistas que inhiben la actividad de la osteoprotegerina (OPG) y a su
uso en el tratamiento de la hipertensién pulmonar.

Antecedentes

La hipertension pulmonar [HP] cubre diversas afecciones que producen una presion arterial andmalamente alta en
los pulmones. La HP puede aparecer en forma de hipertensién arterial pulmonar (HAP) que se produce en forma
idiopatica (HAPI) o hereditaria (HAPh) y también en asociacién con otras enfermedades (HAPA) como por ejemplo
enfermedad del tejido conjuntivo. La HP también puede producirse a consecuencia de enfermedad del corazoén
izquierdo, enfermedades pulmonares (en particular enfermedad obstructiva congestiva [EPOC] vy fibrosis pulmonar),
tromboembolia, asi como otras afecciones multifactoriales como hipertensién portal, drepanocitosis y VIH. El
prondstico en pacientes que padecen HP es malo y varia entre los grupos de enfermedad. El abordaje actual de la
enfermedad incluye el uso de bloqueantes de los canales de calcio, diuréticos, antagonistas del receptor de la
endotelina, prostaciclinas, guanalato-ciclasa soluble e inhibidores de la fosfodiesterasa. Los perfiles de efectos
secundarios de estos tratamientos pueden llevar a una reduccion de la calidad de vida y a un control insatisfactorio
de la enfermedad. En el trasplante de pulmon es el Unico tratamiento curativo, pero se realiza muy raramente. Por
tanto, existe una necesidad permanente de identificar nuevos tratamientos y agentes que sean efectivos para frenar
la progresion y/o revertir la HP y que no tengan los problemas asociados con los tratamientos actuales.

Lawrie y cols., 2008 (Evidence of a Role for Osteoprotegerin in the Pathogenesis of Pulmonary Arterial Hypertension,
The American Journal of Pathology, Vol 172, No 1) describen la intervencién de varios factores en la patogénesis de
la hipertension arterial pulmonar [HAP] como IL-1, IL-6, BMP, 5-HT, SERT, RANKL, TRAIL y OPG que afectan a
diversas vias biolégicas. En particular se encontré que la OPG interviene en el mantenimiento de la morfogénesis de
los huesos y en el control de la muerte celular. Se encontré que los niveles séricos aumentados de OPG estan
asociados con HAP ademas de otros biomarcadores.

La osteoprotegerina (OPG) es una proteina de la familia de los receptores del factor de necrosis tumoral (TNF) y se
une al menos a dos ligandos; el ligando que induce la apoptosis relacionado con TNF [TRAIL] que es una molécula
de la superficie celular semejante a TNF implicada en la induccién de la apoptosis en células cancerosas y el
activador del receptor del ligando NFkB [RANKL] que se expresa en los precursores de los osteoclastos, los
linfocitos T de células dendriticas y los precursores hematopoyéticos. La OPG se contempla como una de entre una
serie de receptores de sefiuelo en TRAIL, que actian para modular su capacidad de dirigirse a células cancerosas.
Puede esperarse que la OPG fomente la supervivencia de las células cancerosas si esta presente en un lugar
relevante y se ha documentado su capacidad para aumentar la supervivencia de las células tumorales. RANKL
interacciona con RANK en las superficies celulares para estimular la produccién y la actividad de los osteoclastos,
las células principales que intervienen en la reposiciéon de hueso. La interacciéon de la OPG con RANKL inhibe la
capacidad de RANKL de unirse a RANK y estimular los osteoclastos y esta es la actividad de la OPG que le confiere
su capacidad de reducir la pérdida dsea.

La actividad de la OPG en el metabolismo de los huesos es bien conocida en la técnica. El documento US 6.015.938
divulga un animal no humano transgénico que expresa la OPG y su uso en el analisis de la intervencion de la OPG
en el metabolismo 6seo. El documento US 6.284.740 divulga un procedimiento de terapia génica para aumentar la
cantidad de OPG producida por un mamifero con lo que aumenta la densidad 6sea. Los documentos US6.284.728 y
US6.613.544 divulgan y reivindican un polipéptido de OPG y una molécula de acidos nucleicos que codifica OPG
respectivamente. El documento US6.316.408 divulga un procedimiento para tratar o prevenir una enfermedad 6sea
mediante la administracion de un factor de activacion y diferenciacién de osteoclastos. En el documento US
6.087.555 se describen ratones transgénicos que carecen de la expresion de OPG. En todos los casos se ensefia la
OPG vy su intervencién en el metabolismo éseo. En ninguna de las técnicas anteriores se cita la implicacion de la
OPG en la HP sugerida o los efectos beneficiosos del bloqueo de la actividad de la OPG y su efecto terapéutico en
el desarrollo de HP.

La presente descripcion se refiere al uso de antagonistas de la OPG en el tratamiento de HP. Los autores de la
invencion lo ilustran usando anticuerpos antagonistas dirigidos a OPG y muestran que el bloqueo de la actividad de
la OPG protege a los animales que tienen predisposicion a HP y la reversion de los sintomas patoldgicos.

Descripcion de lainvencién
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De acuerdo con un aspecto de la invencion se proporciona un anticuerpo antagonista, o un fragmento de unién a
antigeno activo del mismo, que se une a e inhibe la actividad de una proteina codificada por el gen OPG para el uso
en el tratamiento y reversion de los sintomas patoldgicos de hipertension pulmonar.

En una realizacién preferente de la invencion dicho anticuerpo o fragmento de unién se une a e inhibe la actividad de
un polipéptido que comprende o que consiste en la secuencia de aminoacidos en la SEQ ID NO: 1.

En una realizacion preferente de la invencion dicho anticuerpo compite con un anticuerpo que se une a la secuencia
de aminodcidos tal como se representa en la SEQ ID NO: 1.

En una realizacién preferente de la invencion dicho anticuerpo es un anticuerpo policlonal.
En una realizacién preferente alternativa de la invencion dicho anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

Los anticuerpos, también conocidos como inmunoglobulinas, son moléculas de proteinas que tienen especificidad
para moléculas extrafias (antigenos). Las inmunoglobulinas (Ig) son una clase de proteinas relacionadas
estructuralmente que consisten en dos pares de cadenas polipeptidicas, un par de cadenas ligeras (L) (bajo peso
molecular) (k o A) y un par de cadenas pesadas (H) (y, a, M, ® y €), ligadas las cuatro entre si por enlaces de
disulfuro. Las cadenas H y L tienen regiones que contribuyen a la uniéon de antigeno y que son altamente variables
de una molécula de Ig a otra. Ademas, las cadenas H y L contienen regiones que son no variables o constantes. Las
cadenas L consisten en dos dominios. El dominio en el extremo carboxi es esencialmente idéntico entre las cadenas
L de un tipo dado y se refiere como region "constante" (C). El dominio en el extremo amino varia de una cadena L a
otra cadena L y contribuye al sitio de union del anticuerpo. Debido a su variabilidad, se refiere como regién "variable"
(V). Las cadenas H de moléculas Ig son de varias clases, a, y, 0, ay y (de las cuales existen varias subclases). Una
molécula de I|g ensamblada que consiste en una o mas unidades de dos cadenas H y L idénticas toma su nombre de
la cadena H que posee. Asi, existen cinco isotipos Ig: IgA, IgM, IgD, IgE e IgG (con cuatro subclases basadas en las
diferencias en las cadenas H, es decir, IgG1, IgG2, IgG3 y IgG4). Pueden encontrarse detalles adicionales relativos
a la estructura de los anticuerpos y sus diversas funciones en Using Antibodies: A laboratory manual, Cold Spring
Harbour Laboratory Press.

En una realizacion preferente de la invencion dicho fragmento es un fragmento de anticuerpo monocatenario.

En la técnica se conocen varios fragmentos de anticuerpos, por ejemplo, Fab, Fab,, F(ab'),, Fv, Fc, Fd, etc. Un
fragmento Fab es una proteina multimérica que consiste en las porciones inmunolégicamente activas de una region
variable de cadena pesada de inmunoglobulina y una region variable de cadena ligera de inmunoglobulina,
acopladas de forma covalente entre si y capaces de unirse especificamente a un antigeno. Los fragmentos Fab son
generados mediante escision proteolitica (por ejemplo, con papaina) de una molécula de inmunoglobulina intacta. El
fragmento Fab, comprende dos fragmentos Fab unidos. Cuando estos dos fragmentos se unen por la region bisagra
de inmunoglobulina, se produce un fragmento F(ab'),. Un fragmento Fv es una proteina multimérica que consiste en
las porciones inmunolégicamente activas de una region variable de cadena pesada de inmunoglobulina y una region
variable de cadena ligera de inmunoglobulina acopladas de forma covalente entre si y capaces de unirse
especificamente a un antigeno. Un fragmento también podria ser un polipéptido monocatenario que contiene solo
una region variable de cadena ligera, o un fragmento de la misma que contiene las tres CDR de la region variable de
cadena ligera, sin una region variable de cadena pesada asociada, o un fragmento de la misma que contenga las
tres CDR de la regién variable de cadena pesada, sin una fraccién de cadena ligera asociada; y anticuerpos
multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpos, como se ha descrito por ejemplo en la patente de
EE. UU. n°® 6.248.516. Los fragmentos Fv o fragmentos (dominios) de una sola regiéon son generados normalmente
por la expresion en lineas de células hospedadoras de las regiones identificadas relevantes. Estos y otros
fragmentos de inmunoglobulinas o anticuerpos estan dentro del alcance de la invencion y se describen en libros de
texto estandar de inmunologia como en Paul, Fundamental Immunology o en Janeway's Immunobiology, Murphy, K.,
Travers, P. & Walport P.

La biologia molecular permite actualmente dirigir la sintesis (por medio de la expresion en células o de forma
quimica) de estos fragmentos, asi como la sintesis de combinaciones de los mismos. Un fragmento de un anticuerpo
o inmunoglobulina puede tener también una funcidn biespecifica tal como se describe anteriormente.

En una realizacién preferente de la invencion dicho anticuerpo es un anticuerpo quimérico.

En una realizacién preferente alternativa de la invencion dicho anticuerpo es un anticuerpo humanizado o humano.
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Los anticuerpos quiméricos son anticuerpos recombinantes en los que todas las regiones V de un anticuerpo de
ratéon o rata se combinan con regiones C de anticuerpo humano. Los anticuerpos humanizados son anticuerpos
hibridos recombinantes que fusionan las regiones de determinacion de complementariedad de una regién V de
anticuerpo de roedor con las regiones marco de las regiones V de anticuerpos humanos. También se usan las
regiones C del anticuerpo humano. Las regiones de determinacion de complementariedad (CDR) son las regiones
dentro del dominio en el extremo N de la cadena pesada y ligera del anticuerpo en donde esta restringida la mayoria
de la variacion de la regién V. Estas regiones forman bucles en la superficie de la molécula del anticuerpo. Estos
bucles proporcionan la superficie de unién entre el anticuerpo y el antigeno.

Los anticuerpos de animales no humanos provocan una respuesta inmunitaria ante el anticuerpo extrafio y su
retirada de la circulacion. Tanto los anticuerpos quiméricos como los humanizados tienen antigenicidad reducida
cuando se inyectan en un sujeto humano debido a que existe una cantidad reducida de anticuerpo de roedor (es
decir, extrafio) en el anticuerpo hibrido recombinante, mientras que las regiones de anticuerpo humano no provocan
una respuesta inmunitaria. Esto provoca una respuesta inmunitaria mas débil y una disminucién en el aclaramiento
del anticuerpo. Este resultado es claramente deseable cuando se usan anticuerpos terapéuticos en el tratamiento de
enfermedades humanas. Los anticuerpos humanizados estan disefiados de manera que tengan menos regiones de
anticuerpos "extrafios" y por tanto se piensa que son menos inmunogénicos que los anticuerpos quiméricos.

En una realizacion preferente de la invencion dicho anticuerpo o fragmento de unioén se une al dominio de union
ligando de OPG.

Cuando se administran los anticuerpos de la presente invencion se administran en preparaciones
farmacéuticamente aceptables. Dichas preparaciones pueden contener de forma rutinaria concentraciones
farmacéuticamente aceptables de sal, agentes tampoén, conservantes, vehiculos compatibles y agentes
suplementarios.

Los anticuerpos de la invencidon pueden administrarse por cualquier via convencional, que incluye inyeccion o por
infusién gradual con el tiempo. La administracion puede ser, por ejemplo, intravenosa, intraperitoneal, intramuscular,
intracavitaria, subcutanea, transdérmica o transepitelial.

Los anticuerpos de la invencion se administran en cantidades efectivas. Una "cantidad efectiva" es aquella cantidad
de un anticuerpo que, en solitario o junto con dosis adicionales, produce la respuesta deseada. En el caso de
tratamiento de la hipertension pulmonar, la respuesta deseada inhibe la progresion de la enfermedad. Esto puede
suponer solo el frenado de la progresion de la enfermedad de forma temporal, aunque mas preferentemente, implica
la detencion de la progresion de la enfermedad permanentemente. Este resultado puede vigilarse mediante
procedimientos rutinarios. Dichas cantidades dependeran, naturalmente, de la afeccion en concreto que se trate, la
gravedad de la afeccion, los parametros individuales del paciente que incluyen la edad, el estado fisico, el tamafio y
el peso, la duracién del tratamiento, la naturaleza de la terapia concurrente (si existiera), la via especifica de
administracion y factores semejantes dentro del conocimiento y la experiencia del profesional sanitario. Estos
factores son bien conocidos para los expertos en la materia y pueden abordarse simplemente con experimentacion
rutinaria. En general se prefiere usar una dosis maxima de los componentes individuales o combinaciones de los
mismos, es decir, la dosis de maxima seguridad de acuerdo con el criterio médico fundado. Los expertos en la
materia comprenderan, sin embargo, que un paciente puede insistir en una dosis inferior o una dosis tolerable por
motivos médicos, motivos psicoldgicos o practicamente cualquier otro motivo.

Los anticuerpos usados en los procedimientos anteriores son preferentemente estériles y contienen una cantidad
efectiva de un anticuerpo de acuerdo con la invencién para producir la respuesta deseada en una unidad de peso o
volumen adecuada para la administracion a un paciente.

Las dosis de anticuerpos de acuerdo con la invencion administradas a un sujeto pueden elegirse de acuerdo con
diferentes parametros, en particular de acuerdo con el modo de administracién usado y el estado del sujeto. Otros
factores incluyen el periodo de tratamiento deseado. En el caso de que una respuesta en un sujeto sea insuficiente a
las dosis iniciales aplicadas, pueden emplearse dosis superiores (o dosis efectivamente superiores por una via de
suministro diferente mas localizada) siempre que lo permita la tolerancia del paciente. Los expertos en la materia
conoceran otros protocolos para la administracion de composiciones, en los que la cantidad de dosis, el calendario
de inyecciones, los sitios de inyecciones, el modo de administracion y similares varian con respecto a lo anterior. La
administracion de composiciones a mamiferos distintos de los humanos, (por ejemplo, con fines de prueba o con
fines terapéuticos veterinarios), se lleva a cabo sustancialmente en las mismas condiciones descritas anteriormente.
Un sujeto, tal como se usa en el presente documento, es un mamifero, preferentemente un ser humano, e incluye un
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primate no humano, vaca, caballo, cerdo, oveja, cabra, perro, gato o roedor.

Cuando se administran, las preparaciones de anticuerpo de la invencién se aplican en cantidades
farmacéuticamente aceptables y en composiciones farmacéuticamente aceptables. La expresion
"farmacéuticamente aceptable" significa un material no téxico que no interfiere con la efectividad de la actividad
biolégica de los ingredientes activos. Dichas preparaciones pueden contener de forma rutinaria sales, agentes
tampon, conservantes, vehiculos compatibles, y opcionalmente otros agentes terapéuticos (por ejemplo, los usados
normalmente en el tratamiento de la hipertensién pulmonar). Cuando se usan en medicina, las sales deben ser
farmacéuticamente aceptables, pero pueden usarse de forma conveniente sales no farmacéuticamente aceptables
para preparar sales farmacéuticamente aceptables de las mismas y no se excluyen del alcance de la invencion.
Dichas sales farmacoldégicamente y farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, las preparadas a
partir de los siguientes acidos: clorhidrico, bromhidrico, sulfurico, nitrico, fosférico, maleico, acético, salicilico, citrico,
férmico, maldnico, succinico y similares. Ademas, pueden prepararse sales farmacéuticamente aceptables como
sales de metales alcalinos o alcalinotérreos, tales como sales de sodio, potasio o calcio.

Los anticuerpos pueden combinarse, si se desea, con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La expresion
"vehiculo farmacéuticamente aceptable" tal como se usa en el presente documento significa una o mas cargas
sélidas o liquidas, diluyentes o sustancias encapsuladoras que son adecuados para la administracion en un ser
humano. El término "vehiculo" en este contexto denota un ingrediente organico o inorganico, natural o sintético, con
el que se combina el ingrediente activo para facilitar la aplicacion, (por ejemplo, liposoma o inmunoliposoma). Los
componentes de las composiciones farmacéuticas también son capaces de mezclarse conjuntamente con los
anticuerpos de la presente invencion, y entre si, de una manera tal que no existe una interaccién que deterioraria
sustancialmente la eficacia farmacéutica deseada.

Las composiciones farmacéuticas que contienen anticuerpos de acuerdo con la invencién pueden contener agentes
tampon adecuados, que incluyen: acido acético en una sal; acido citrico en una sal; acido bérico en una sal; y acido
fosférico en una sal. Las composiciones farmacéuticas también pueden contener, opcionalmente, conservantes
adecuados, tales como: cloruro de benzalconio; clorobutanol; parabenos y timerosal.

Los anticuerpos pueden presentarse convenientemente en forma de dosificacién unitaria y pueden prepararse
mediante cualquiera de los procedimientos bien conocidos en la técnica de farmacia. Todos los procedimientos
incluyen la etapa de llevar el anticuerpo activo en asociacién con un vehiculo que constituye uno o mas ingredientes
accesorios. Las composiciones que contienen anticuerpos de acuerdo con la invencion pueden administrarse como
aerosoles e inhalarse. Las composiciones adecuadas para administraciéon parenteral comprenden convenientemente
una preparacion acuosa o no acuosa estéril de agente, que es preferentemente isotonico con la sangre del receptor.
Esta preparacion puede formularse de acuerdo con procedimientos conocidos que usan agentes dispersantes o
agentes humectantes o agentes de suspension adecuados. La preparacion inyectable estéril también puede ser una
solucion o suspensién inyectable estéril en un diluyente o disolvente parenteralmente aceptable no téxico, por
ejemplo, en una solucién en 1,3-butanodiol. Entre los disolventes aceptables que pueden emplearse estan agua,
soluciéon de Ringer y solucién de cloruro de sodio isotonico. Ademas, se emplean aceites fijados estériles como
disolvente o medio de suspension. Para este fin puede emplearse cualquier aceite fijado blando, que incluye
monoglicéridos o diglicéridos sintéticos. Ademas, en la preparacion de inyectables pueden usarse acidos grasos
como acido oleico. La formulacién de vehiculos adecuada para administraciones oral, subcuténea, intravenosa,
intramuscular, etc. puede encontrarse en Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, PA.

En una realizacién preferente de la invenciéon dicha composicidn incluye una cantidad efectiva de al menos un
agente efectivo adicional en el tratamiento de la hipertensiéon pulmonar.

En una realizacion preferente de la invenciéon dicho agente se selecciona de entre el grupo: bloqueantes de los
canales del calcio, diuréticos, antagonistas del receptor de la endotelina, prostaciclinas, guanalato-ciclasa soluble e
inhibidores de la fosfodiesterasa.

En una realizacion preferente de la invencion la hipertension pulmonar se selecciona de entre el grupo que consiste
en: hipertension arterial pulmonar y HP asociada con enfermedad pulmonar.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones de la presente memoria, las palabras "comprender" y "contener" y
las variaciones de estas palabras, por ejemplo "que comprende" y "comprende”, significa "que incluye, pero no se
limita a", y no pretenden (y no lo hacen) excluir otras fracciones, aditivos, componentes, nimeros enteros o etapas.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones de la presente memoria, el singular comprende el plural salvo que
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el contexto indique lo contrario. En particular, cuando se usa el articulo indefinido, en la memoria descriptiva debe
entenderse que se contempla tanto la pluralidad como la singularidad, salvo que del contexto se desprenda lo
contrario.

Debe entenderse que las propiedades, nUmeros enteros, caracteristicas, compuestos, fracciones quimicas o grupos
descritos en conjuncién con un aspecto, realizacidon o ejemplo de la invencién en particular son aplicables a
cualquier otro aspecto, realizacion o ejemplo descrito en el presente documento salvo que resulte incompatible.

A continuacion, se describira una realizacidon de la invencion a modo solo de ejemplo y con referencia a las
siguientes figuras:

Figura 1 A) Se aumenta significativamente el ARNm de OPG en células de musculo liso de la arteria pulmonar
(CMLAP) aisladas de pacientes con hipertensién arterial pulmonar idiopatica (HAPI) en comparacién con las aisladas
de un pulmoén de control; B) la proteina de OPG esta elevada significativamente en el suero de pacientes con HAPI
en comparacion con controles de edad equivalente; C) la secrecion de OPG a partir de CMLAP humanas es
estimulada por la adicién de serotonina (5-HT); D) la secrecion de OPG a partir de CMLAP humanas es estimulada
por la inactivacién de BMP-R2 por siRNA de BMP-R2 (BMP-R2 si); E) la secrecion de OPG a partir de CMLAP
humanas es estimulada por la adicién de II-1 beta recombinante; F) la OPG humana recombinante (rOPG) induce la
proliferacion de CMLAP humanas tal como se muestra por la incorporacion de timidina tritiada de una forma
dependiente de la dosis; G) la rOPG induce la migracion de CMLAP humanas de una forma dependiente de la dosis;
H) los cambios hemodinamicos compatibles con HAP producen una elevacion importante en la presion sistélica del
ventriculo derecho (PSVD) en ratas tratadas con monocrotalina (Mct) desde 21 dias posteriores a la inyeccion
subcutanea en comparacion con ratas de control tratadas con solucién salina; |) la remodelacién vascular pulmonar
que impulsa las alteraciones hemodinamicas en el modelo Mct de rata se hace evidente ya a los 7 dias después del
inicio de la enfermedad; J) los niveles séricos de OPG estan significativamente elevados en el modelo Mct de rata a
partir de los 14 dias, antes de los aumentos significativos en la PSVD; K) la expresion del gen OPG en lisados
pulmonares totales esta significativamente elevada a los 21 dias después del tratamiento con Mct; L) la expresiéon de
proteina de OPG pulmonar total esta significativamente elevada desde los 21 dias después de la inyeccion de
monocrotalina (Mct) en comparacion con las ratas de control tratadas con solucion salina; M) las ratas tratadas con
un anticuerpo anti-OPG suministrado por una bomba osmaética subcutanea estuvieron protegidos del desarrollo de
HAP en respuesta a la monocrotalina. Por el contrario, las ratas que recibieron IgG desarrollaron PSVD
significativamente elevada; N) como M) que muestra el aumento importante en remodelacion de arterias/arteriolas
pulmonares pequefias <50 ym (tal como se muestra por media/area en seccién transversal (media/AST) en ratas
tratadas por IgG en comparacién con las tratadas con el anticuerpo anti-OPG; O) como N) que muestra el aumento
importante en la muscularizaciéon de la arteria pulmonar de tamafo pequefio o medio (51-100 ym) tal como se
expresa por el area medial/area en seccion transversal (Media/AST) en las ratas tratadas con IgG en comparacion
con las tratadas con el anticuerpo anti-OPG; P) los ratones ApoE-/- y ApoE-/-/IL-1R1-/- desarrollan HAP grave en
respuesta a la alimentacion de la dieta tipo Paigen durante 8 semanas; Q) la expresion del gen OPG en lisados
pulmonares totales esta significativamente elevada en ratones ApoE-/- y ApoE-/-/IL-1R1-/- alimentados con dieta tipo
Paigen con HAP grave en comparacion con los compafieros de camada alimentados con pienso; R) la proteina de
OPG en lisados pulmonares totales esta significativamente elevada en ratones ApoE-/- y ApoE-/-/IL-1R1-/-
alimentados con dieta tipo Paigen con HAP grave en comparacién con compafieros de camada alimentados con
pienso; S) el tratamiento de HAP establecida en el modelo ApoE-/- alimentado con Paigen con una bomba osmdética
subcutanea que suministra un anticuerpo anti-OPG durante 4 semanas desde la semana 8 del procedimiento
produjo una reduccion de PSVD hasta niveles casi normales en comparacion con los ratones tratados con IgG en los
que la enfermedad siguié progresando; T) el tratamiento de HAP establecido en el modelo ApoE-/-/IL-1R1-/-
alimentado con Paigen con una bomba osmética subcutanea que suministré un anticuerpo anti-OPG durante 4
semanas desde la semana 8 del procedimiento produjo una reduccién de PSVD hasta niveles casi normales en
comparacion con los ratones tratados con IgG, en los que la enfermedad siguié progresando.

Materiales y procedimientos

ANIMALES

Ratas

Para los experimentos se usaron ratas Sprague Dawley albinas macho no consanguineas (Charles River o Harlan,
R.U.) (peso de inicio aprox. 200 g). Se usd una Unica inyeccion subcutanea de monocrotalina (MCT) (véase mas

adelante) en el muslo izquierdo para inducir hipertension arterial pulmonar. Los autores de la invencion usaron una
dosis bien establecida de 60 mg/kg que conduce al desarrollo de HAP grave y que es mortal en 5-6 semanas.
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Primero se disolvieron totalmente 200 mg de monocrotalina (MCT) (#C2041-500, Sigma Aldrich, RU) en 0,6 ml de
acido clorhidrico 1 M y se agité en vortex durante 40 min. Se afiadié agua estéril para preparar el volumen a 5 ml y
se ajusto el pH a 7,0 con NaOH estéril. Se preparé una solucion final a 10 ml con agua estéril.

Ratones

Todos los ratones consanguineos tenian un sustrato C57BL/6 y mostraban deficiencia en Apolipoproteina-E (ApoE-/-
). Los ratones estuvieron disponibles en colonias internas en la Universidad de Sheffield. Originalmente los ratones
ApoE-/- (Jax 2052) se obtuvieron de Jackson laboratories (Bar Habor, ME, EE. UU.). Se usaron ratones macho de
edades entre 8-14 semanas para todos los experimentos in vivo.

Dietas y cuidados

Los roedores fueron alimentados con pienso de laboratorio estandar (4,3 % de grasas, 0,02 % de colesterol y 0,28 %
de sodio, Harlan, RU). Cuando se indicé, se alimentd a los ratones experimentales con una dieta aterogénica rica en
grasas (referida en el presente documento como Paigen) que consistié en el 18,5 % de grasas, el 0,9 % de
colesterol, el 0,5 % de colato y el 0,259 % de sodio durante 8 o 12 semanas (servicios de dieta especial, RU).

Todos los animales tuvieron acceso a agua potable y se alimentaron a voluntad. Se alojaron en laboratorios
dedicados con temperatura y humedad controladas y un ciclo diurno-nocturno de 12 h. El cuidado de los animales y
la investigacion se rigieron por la declaracion de politica ética de la Universidad y la orientaciéon del Ministerio del
Interior del R.U. en la ejecucion de la Animal Scientific Procedures Act 1986.

AH recibié una licencia personal del Ministerio del Interior del RU (PIL 40/9332) y funciond con los procedimientos
detallados en una licencia de proyecto H.O. concedida por AL (PPL 40/2952).

Intervenciones

Los anticuerpos de isotipos de OPG antirratdon de cabra policlonales (anti-OPG) o IgG de cabra de control (R&D
systems, RU) se suministraron a los roedores a través de bombas osmoéticas implantadas de forma subcutanea
(Durect Corp., CA, EE. UU.). Las intervenciones se suministraron por medio de una microbomba Alzet® 1004
(reservorio 100 pl, 0,1 pl/hora durante 4 semanas) en ratones y por medio de una minibomba Alzet® 2002
(reservorio 200 pl, 0,5 pl/h, 85 ng/h durante 2 semanas) en ratas.

Protocolo de implantaciéon de la bomba

Cada bomba se llené con la intervencion apropiada en condiciones estériles en una campana de flujo laminar de
clase Il y se coloco en solucion salina estéril al 0,9 % a 37 °C 24 horas antes de la implantacién. Bajo anestesia con
gas isoflurano (2-3 %, IsoFlo® 100 % p/p de liquido de vapor de inhalacién, Abbot laboratories Ltd, Kent, RU) a
través de oxigeno al 100 % (velocidad de flujo 1,5 I/min) se rasur6 el pelo, se limpio la piel y se esteriliz6 antes de
realizar una incisién cutanea de 1-1,5 cm sobre la pared toracica posterolateral izquierda, por debajo del margen
costal inferior. En condiciones quirurgicas estériles, se implantaron las bombas prellenadas en una bolsa subcutanea
creada con diseccion roma. Posteriormente se limpio la herida y se cerré usando suturas absorbibles Vicryl 2-0
interrumpidas (B-Braun, Sheffield, RU). La implantacion para los ratones fue idéntica con la salvedad de que las
bombas se cebaron durante 48 horas, se implantaron en posicidon posterior a la columna cervical (linea de la nuca) y
se cerraron las heridas con suturas de seda interrumpidas (Silkam®, B-Braun Sheffield, RU).

Protocolo experimental
Ratones

Se aliment6 a ratones inactivados ApoE-/- (10-16 semanas de edad, n=4-7/grupo) con pienso o con Paigen durante
8 semanas antes de obtener el fenotipo de la enfermedad (véase mas adelante).

Para determinar la eficacia de la inhibicion de OPG en ratones con la enfermedad establecida, se aliment6 a los
ratones ApoE-/- (8-10 semanas de edad, n=6-7/grupo) con una dieta tipo Paigen durante 8 semanas y a
continuacion recibieron un anticuerpo anti-OPG (20 ng/h) o control de isotipo con realizacion del fenotipo en la
semana 12.
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Ratas

Durante el transcurso de los experimentos se sometié a las ratas (200-260 g, n=7/grupo/punto temporal) a estudio
hemodinamico y se sacrificaron 2, 7, 14, 21 o 28 dias después de la inyeccion con MCT (60 mg/kg) o control de
solucion salina.

Para investigar si se necesitaba OPG para el desarrollo de la enfermedad (estudio de prevencion) se trato a las ratas
(200-240 g, n=4/grupo) con un anticuerpo anti-OPG (84 ng/h) o control de isotipo suministrado durante 2 semanas
por bombas osméticas, empezando en el valor basal con inyeccion de MCT. Se obtuvo el fenotipo de la enfermedad
una semana mas tarde, es decir: 21 dias después de la inyeccion de MCT.

Obtencion del fenotipo de la enfermedad

Se sometié a cada roedor a ecocardiografia (cuando se indicd) antes del cateterismo cardiaco y a continuacion los
roedores fueron sacrificados todavia bajo los efectos de la anestesia. Se extrajo sangre por puncién cardiaca para
obtencién de suero y aislamiento de ARN (cuando se indico). Se seccion6 la aorta abdominal y se perfundieron los
pulmones con PBS por medio de una aguja en el ventriculo derecho hasta que los pulmones estuvieron visiblemente
blancos. Se extrajeron el corazén y los pulmones en bloque. Se separd rapidamente el pulmén derecho antes de
congelarlo inmediatamente en nitrégeno liquido para analisis bioquimicos posteriores. Se fijo por perfusion el pulmén
izquierdo, a través de la traquea con formalina al 10 % (v/v) a una presion de inflado de 20 cm H20 y a continuacion
se colocd con el corazon en formalina al 10 % durante toda la noche a 40 °C. El pulmon izquierdo se uso
posteriormente para andlisis histoldégicos e inmunohistoquimicos.

Ecocardiografia de los roedores

La ecocardiografia transtoracica se realizd con un sistema de imagenes ecogréficas de alta frecuencia preclinicas
(Vevo 770®, Visual Sonics, Toronto, Canada) usando un cabezal de exploracion RMV707B (ratén) o RMV710B
(rata). Se anestesio a los roedores con isoflurano por medio de oxigeno antes de colocarlos en posicidon supina en
una plataforma calentada y se cubrieron para reducir al minimo la pérdida de calor. Se suministr6 isoflurano de
mantenimiento (0,5-1,5 %) con oxigeno por medio de un cono nasal y se ajustd para conseguir una frecuencia
cardiaca maxima (aprox. 500 Ipm para ratones y 350 Ipm para ratas) que se registré continuamente con la frecuencia
respiratoria y la temperatura rectal. Se depil6 el térax del raton y se aplicd gel de ecografia precalentado
(Aquasonics 100 Gel, Parker Labs Inc. Nueva Jersey, EE. UU.) para posterior adquisicion de imagenes.

Protocolo del estudio

Ventriculo izquierdo: se midieron los parametros estandar del ventriculo izquierdo en la vista del eje corto en el nivel
del musculo medio-papilar. Se realizd el trazado manual de las areas diastdlica y sistdlica del VI para deducir el
cambio del area fraccional (CAF) como indice de contractilidad primario. Se realizaron medidas en modo M para la
pared y las dimensiones de la cavidad del VI (LVIDd), a partir de lo cual se determin6 la fraccion de eyeccion (FE%),
el acortamiento fraccional (AF%) y la masa del VI corregida mediante analisis automatizado estandar. Se registraron
manualmente las velocidades Doppler de tejido de ondas de pulso (TDI) de la cara endocardica de la pared posterior
del ventriculo izquierdo y se represento otro indice de contractilidad independiente. Se dedujo el volumen sistdlico a
partir de la medida de la Velocidad Tiempo integral (VTi) de flujo y de diametro a la altura del anillo de la valvula
aortica y se multiplicéd por la frecuencia cardiaca para obtener el gasto cardiaco.

Ventriculo derecho y arteria pulmonar: a partir de la vista del eje largo paraesternal derecho, se registraron las
medidas de la pared libre del ventriculo derecho con funcion en Modo M. A partir de la vista del eje corto, se registro
el flujo Doppler desde la arteria pulmonar proximal (justo después de la valvula pulmonar). A partir del trazado
Doppler espectral se midieron el tiempo desde el inicio del flujo a la velocidad maxima (tiempo de aceleracion PA,;
PAAT), la duracion de la eyeccion (tiempo de eyecciéon PA; PAET) y el trabajo sistdlico (PA VTI).

El analisis se realiz6 fuera de linea usando el software de acompafamiento (Vevo 770, V3.0). Las medidas se
tomaron durante la fase relevante del ciclo cardiaco que no coincidia con el artefacto de inspiraciéon. Para reducir al
minimo la variabilidad entre observadores, toda la adquisicion de imagenes y los analisis fueron realizados por un
unico operador experimentado (AGH) en modo ciego con respecto al estado de los sujetos del experimento.
Cateterismo cardiaco

Después de la ecocardiografia, se realizd cateterismo de los ventriculos derecho e izquierdo (cuando se indicé)
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usando el procedimiento de térax cerrado a través de la vena yugular externa y la arteria carétida interna derecha.
Los datos se adquirieron con catéteres de micromandmetros de alta fidelidad Millar previamente remojados. (Para
ratones se usaron catéteres de presion SPR-1000 1Fr/volumen presion PVR-1045 1Fr y en ratas catéteres de
presion SPR-320 2Fr/volumen presion SPR-838, Millar instruments, Houston, Texas, EE. UU.). Los catéteres se
conectaron a un sistema de adquisicion de datos Millar MPVS 300 y PowerlLab 8/30 (AD Instruments, Oxfordshire,
RU) y se procedié al registro usando software Chart v6 y v7 (AD Instruments). Se registraron los trazados de presion
una vez estabilizados los trazados y alcanzado un estado estacionario. Se uso6 la presién sistélica del ventriculo
derecho (PSVD) para definir la hipertension pulmonar y es equivalente a la Presion Sistolica de la Arteria Pulmonar
(PSAP) en ausencia de una obstruccion entre el ventriculo derecho y la arteria pulmonar. Cuando estuvo indicado se
realiz6 analisis de presion-volumen usando PVAN v2.3.

Protocolo para cirugia de acceso vascular

Se anestesié a los animales con isoflurano al 3-5 % usando un vaporizador anestésico y camara de induccion
(Harvard Apparatus, RU) a través de oxigeno médico al 100 % (velocidad de flujo 2 I/min). Se siguieron los
protocolos quirdrgicos de ratdon y rata de acuerdo con un protocolo publicado recientemente (Pacher, Nagayama y
cols. 2008).

La primera etapa en la obtencion de fenotipo hemodinamica requirié el aislamiento de la vena yugular interna
derecha (para cateterismo anterégrado de las camaras cardiacas derechas) y la arteria carétida interna derecha
(para cateterismo retrogrado adrtico y del ventriculo izquierdo) cuando fue necesario y se describe del modo
siguiente.

Medida de presiones del corazén derecho

Se colocé a los animales en una alfombrilla calentada (#TR200 Fine Science Tools Inc). Una vez suprimido el reflejo
pedio se realiz6 una pequenia incision en el cuello a la derecha de la linea media. Con el uso de un microscopio de
diseccién y una diseccion roma lateral se identifico la vena yugular externa derecha (VYD). Se usaron pinzas curvas
para liberar la vena con diseccion roma. Se até fuertemente la VYD distal con sutura de seda no absorbible 5-0
(Silkkam®, B-Braun, Sheffield, RU) para interrumpir el retorno venoso al corazén. Proximal al punto de insercion de la
vena subclavia derecha se aplicd una sutura de seda suelta a una pinza de mosquito con traccion en la VYD. Asi
quedo aproximadamente una longitud de 1 cm de vena en la que insertar el catéter. Con visualizacion microscopica
directa se limpio la vena de posibles tejidos grasos para permitir una canulacién con éxito de la luz verdadera de la
vena. Usando una aguja naranja 25G 5/8" con la punta doblada en 900 y el bisel apuntando hacia debajo se pinché
la vena y se levanté hacia arriba la pared superior de la vena inmediatamente pero con suavidad para permitir la
insercion y el avance simultaneos del catéter. Los catéteres habian sido remojados previamente en solucion salina
durante al menos 30 min.

Se hizo avanzar hacia delante el catéter apropiado y se apreté el lazo proximal para evitar el sangrado retrégrado.
La visualizacion en tiempo real del registro de presiones ayudd a identificar los trazados caracteristicos para las
camaras auricular y ventricular derechas. Una vez que el catéter estuvo estable dentro de cada camara se tomaron
registros para un analisis posterior. Se usé un registro de al menos 10-20 latidos cardiacos para promediar las
medidas de presion.

Se registraron especificamente las derivadas maxima y minima de presion sistdlica del ventriculo derecho (PSVD),
(dp/dt max y min). La PSVD sirvié de medida sustituta de la presion de la arteria pulmonar ya que los registros de
esta ultima no fueron posibles con estos catéteres de punta recta. La PSVD es idéntica a la PSAP en ausencia de
obstrucciones a la altura de la valvula pulmonar. Una vez retirado el catéter se aseguré con fuerza la VYD proximal.

Medida de presiones del corazon izquierdo

Tras finalizar las medidas de PSVD se identifico la arteria carétida, en profundidad y lateral a la traquea. Se libero de
forma similar a la vena usando pinzas curvas. Se aplicaron ataduras firmes en los segmentos distal, medio flojo y
proximal (sutura de seda 5-0). La ultima se fij6 a una pinza de mosquito y se aplicé traccién. Usando una técnica
similar para la vena, se cred una arteriotomia y se hizo avanzar el catéter en la aorta y el ventriculo izquierdo. Una
vez que los trazados de presion y volumen fueron estables y limpios, se tomaron los registros. Se registro el trazado
de presion adrtica por retirada del catéter desde el VI antes de retirar el catéter. Se us6 un registro de al menos 10-
20 latidos cardiacos para promediar las medidas de presion.

RECOGIDA Y PROCESAMIENTO DEL TEJIDO
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SANGRE

Se dejoé coagular la sangre en el banco de pruebas y posteriormente se centrifuga a 1.200 rpm durante 15 min. Se
recogio el suero, se repartié en partes alicuotas, se etiqueté y se congeld a -80 °C hasta analisis posteriores. Se
congelaron tubos que contenian sangre entera para ARN (PAXgene®, Qiagen/BD R.U. o Tempus®, Applied
Biosystems, RU) a -20 °C hasta su posterior aislamiento de ARN.

TEJIDO PULMONAR
Protocolo

Después de una puncién cardiaca se aplicé al roedor sobredosis de anestésicos seguida por dislocacion cervical. Se
realizé una incision en la pared abdominal superior para dejar expuesto el higado. Mientras se aplicaba traccion
ascendente en la apdfisis xifoides del esternén, se seccioné cuidadosamente el diafragma con tijeras finas. Se
resecaron el esternén y la pared toracica. Se identificé la aorta abdominal y se secciond (para exanguinacion).
Usando una aguja naranja 25G y una jeringa se identificd el ventriculo derecho y se lavé con PBS hasta que los
pulmones adquirieron un tono palido. Se identifico la trdquea y se liberd entre los bordes claviculares mediales.
Mientras se aplicaba una traccidon ascendente firme en la traquea se extrajeron el corazon y los pulmones en bloque
desde la pared posterior de la cavidad toracica. Se adoptaron precauciones para evitar una puncién inadvertida del
pulmén.

Se asegur6 firmemente el pulmoén derecho en el hilio usando suturas de seda 5-0 y se separé antes de congelacion
en nitrégeno liquido para posterior aislamiento y determinaciéon de expresién completa de la proteina y el ARN del
pulmoén.

Se insertaron tubos de polietileno en la trdquea y se aseguré firmemente con una sutura. Se inflé suavemente el
pulmén izquierdo de forma manual con una jeringa que contenia formalina con tampén de fosfato al 10 %
(NaH2P04.2(H20) al 0,4 % p/v, Na2HPO4.2(H20) al 0,65 % p/v y formaldehido al 4 % v/v en agua) y a continuacion
se fijaron el corazén y el pulmén izquierdo en formalina durante 24 horas antes de transferir a PBS. A partir del
estudio de prevencion en rata se inflaron los pulmones usando una pinza de 20 cm H2O configurada para
estandarizar el inflado. Se separ6 el pulmén izquierdo del corazén para histologia posterior.

Pesos del corazon e hipertrofia del ventriculo derecho (HVD)

La HVD se defini6 como el peso del VD dividido por el peso del ventriculo izquierdo/tabique (VD/VI+T) tal como
describieron en primer lugar Fulton y cols.

Protocolo

Usando un par pequefio de tijeras finas se extrajo la grasa, el tejido y los grandes vasos en torno al corazén. Se
extirparon las auriculas, se limpiaron de posibles trombos y se pesaron. Se separd el ventriculo derecho del
ventriculo izquierdo y el tabique mediante el uso de referencias anatéomicas.

A partir del tracto de salida del ventriculo derecho (TSVD) se diseccion6 el margen septal del VD para asegurarse de
que no quedaban bordes de tejido. Se realizé también una incisién a partir del TSVD adyacente y alrededor del
cayado aortico hacia el anillo de la valvula tricispide medial para separar la base del VD. Desde el anillo tricuspideo
lateral se secciond la pared libre del VD asegurdndose de nuevo de que no quedaran bordes de tejido del VD. La
incision continud hacia el vértice y retrocedié de nuevo hacia el TSVD. Finalmente se seccioné el ventriculo izquierdo
y se eliminaron los posibles coagulos antes de colocar todas las camaras en almohadillas secas y pesarlas.

HISTOLOGIA E INMUNOHISTOQUIMICA DEL PULMON
PROCESAMIENTO E HISTOLOGIA DE LOS TEJIDOS

Se dividié el pulmoén izquierdo en el plano sagital (ratas) o transverso (ratones). Se procesaron los pulmones
deshidratandolos primero en alcoholes graduados (del 50 % al 100 %). A continuacién se volvieron a colocar en
xileno antes de embeberlos en cera de parafina fundida. Se cortaron secciones embebidas de parafina de 5 um de
grosor y se montaron en portaobjetos para histologia, tincion inmunohistoquimica y analisis morfométricos
posteriores.
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Se desparafinaron todos los portaobjetos inicialmente colocédndolos en xileno durante 10 min y a continuacion
repitiendo durante 2 min. A continuacion se rehidrataron los portaobjetos en alcoholes graduados (1 min en cada
uno al 100 %, 100 %, 90 %, 70 %, 50 % y finalmente en agua). Después de cualquier tincion como etapa comun
final, se rehidrataron todos los portaobjetos en orden idéntico pero inverso y se montaron en DPX (ftalato de dibutilo
xileno) y se dej6 secar durante toda la noche.

Elastica de azul alcian de Van Gieson (ABEVG)

Los portaobjetos desparafinados y rehidratados se oxidaron en permanganato de potasio al 0,25 % durante 3 min y
se enjuagaron en agua destilada antes de blanquearlos con acido oxalico al 1 % durante 3 min. Después del
enjuagado, se tifieron los portaobjetos con hematoxilina de Carazzi durante 2 min y se diferenciaron en alcohol acido
(HCl al 1 % v/v en IMS al 70 %) durante unos segundos antes de sumergirlos en agua caliente del frigo durante 5
min. A continuacion se tifieron los portaobjetos con azul alcian (1 % p/v en acido acético acuoso al 3 %, pH 2,5)
durante 5 min. Se enjuagaron de nuevo los portaobjetos con agua y se remojaron rapidamente en IMS al 95 % antes
de dejarlos caer por goteo en tincion de elastina de Miller durante 30 min. A continuaciéon se enjuagaron los
portaobjetos, se colocaron en IMS al 95 % durante unos segundos y se volvieron a enjuagar con agua. A
continuaciéon se tifieron con reactivo de Van Gieson modificado de Curtis durante 6 min. A continuacién se
deshidrataron los portaobjetos en orden idéntico pero inverso al de la rehidratacion precedente antes de montarlos
en DPX.

INMUNOHISTOQUIMICA

Se sometieron secciones de pulmén de 5 ym embebidas en parafina a a-SMA de tincidon inmunohistoquimica para
células de musculo liso vascular, VWF para localizar células endoteliales y PCNA para células proliferantes. Se
realizé inmunotincion para OPG con el fin de identificar cualquier expresién en las lesiones vasculares pulmonares.
Se determinaron los niveles de apoptosis con un ensayo colorimétrico para detectar la fragmentacion de ADN
(FRAGEL®, Calbiochem, RU) tal como se especifica en las instrucciones del fabricante. Se generd un control
positivo con tratamiento con ADNasa de un portaobjetos de control.

Protocolo

Después de desparafinado y rehidratacion del portaobjetos, se bloquearon las peroxidasas tisulares enddgenas
incubando los portaobjetos en perdxido de hidrégeno al 3 % (v/v) durante 10 min antes de enjuagar con agua del
grifo. Se realizé la recuperacion del antigeno (permeabilizaciéon del portaobjetos) incubando el portaobjetos en uno
de los siguientes:

a) tampoén de citrato, pH 6,0 precalentado a 95 °C durante 20 min antes de enfriar durante 20 min a ta. A
continuacion se permeabilizo el tejido por incubacion en Triton X100 al 0,5 % (v/v) durante 10 min a t.a. (IHC para
OPG)

b) tripsina/TBS al 0,1 % (p/v), pH 7,8, precalentado a 37 °C durante 10 minutos antes de detener la reaccion
sumergiendo en agua (IHC para vVWF)

¢) para la tincion con SMA no se llevé a cabo la etapa de recuperacion del antigeno

A continuacion se bloquearon los portaobjetos (para prevenir la uniéon no especifica de anticuerpo secundario) en
leche desnatada/PBS al 1 % (p/v) durante 30 min a t.a. Se separo6 la leche y se elimind el exceso. Se afadio el
anticuerpo primario de interés diluido en PBS y se incubé del modo siguiente:

a) aSMA anti-humano de ratén monoclonal 1:150, (#m081, Dako) durante 1 hora a t.a.
b) VWF anti-humano de conejo policlonal 1:300 (#A0082, Dako) durante 1 hora a t.a.
¢) OPG anti-humana de conejo policlonal 1:100 (#ab73400, Abcam) durante toda la noche a 4 °C

Se lavaron los portaobjetos en PBS tres veces durante 5 min antes de afadir un anticuerpo secundario biotinilado
especifico de la especie (dilucion 1:200 en PBS) durante 30 minutos a t.a. Se lavaron de nuevo los portaobjetos en
PBS tres veces durante 5 min y se afiadié un complejo enzimatico biotinilado de avidina (Vectastain ABC Kit, Vector
laboratories Inc. CA, EE. UU.). Después de una etapa de lavado adicional con PBS, se afadid sustrato de
diaminobencidina (DAB) durante 5-10 min. Después del desarrollo éptimo se detuvo la reaccion de color lavando los
portaobjetos en agua del grifo. A continuacion se aplicé contratincién a los portaobjetos con hematoxilina de Carazzi
durante 1 minuto antes de un lavado final en agua. Se deshidrataron los portaobjetos segiin se ha descrito y se
montaron con DPX. Se dejo secar los portaobjetos durante toda la noche antes de examinarlos con microscopio
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Optico.
Analisis de imagen y pulmoén morfométricos

El grado de remodelacion vascular pulmonar se cuantificd en las arteriolas por dos procedimientos y se clasificé de
acuerdo con el tamafo del vaso (20-50 pym, 50-100 um y >100 pm) (Schermuly, Dony y cols. 2005). Los vasos se
valoraron en modo ciego en cuanto al estado experimental de los roedores.

Proporcion area medial/en seccién transversal (Media/AST) ratio

El area medial/AST representd la proporcion del area del vaso total adquirida por muscularizacion de la capa medial,
determinado a partir de los portaobjetos tefiidos con a-SMA. Se analizaron seis vasos de cada grupo de tamafio en
un objetivo de 40X (18 vasos/seccion y 1 seccion/roedor). El area en seccion transversal fue el area total definida
por la circunferencia exterior del vaso con la media definida como el area entre la lamina elastica interna y externa
del vaso.

Porcentaje de vasos engrosados

Se determiné el porcentaje de vasos engrosados usando portaobjetos tefiidos con ABEVG. Para cada portaobjetos
se tomaron muestras de 3-4 campos de vision aleatorios usando un objetivo de 10x (aumento 100x). Se conto el
numero de vasos que se ocluyeron totalmente, se ocluyeron parcialmente y no experimentaron engrosamiento por
grupo de tamario y se expresd como un porcentaje del nUmero total de vasos en cada vista.

Cuantificacion de proliferacion vascular y niveles de apoptosis

Para determinar los niveles de proliferacion en los vasos remodelados, se conté el nimero de nucleos tefiidos
positivos para PCNA y se expresd como un porcentaje de los nucleos totales dentro del vaso. Cuando fue relevante,
se contaron también los nucleos en el area adventicia o perivascular cuando estaban en extension directa desde el
vaso de interés. Se valoraron seis vasos de cada tamafio de cada seccion (una seccion/animal) en un objetivo de
40X.

De una manera idéntica se cuantificd el porcentaje de nucleos positivos para apoptosis (determinado a partir de un
ensayo colorimétrico para los niveles de fragmentacién de ADN) para seis vasos de cada tamafio por seccion de
pulmén (una seccion/animal)

Se visualizaron los portaobjetos con un microscopio 6ptico (Nikon eclipse E600) conectado con una camara digital
(Nikon digital site DSRi1) y el software NIS basic elements (Nikon Inc.)

Estudio de la expresién de ARN y proteina de los tejidos pulmonares de los roedores
Aislamiento y purificacion de proteinay ARN del tejido pulmonar

Los segmentos de pulmoén congelados en nitrdgeno liquido se pulverizaron usando un mortero que contenia
nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino y se pesaron. Se tomaron precauciones para minimizar la
contaminacion por ARNasa. Se aislaron proteina total y ARN usando un kit comercial de purificacion de
ARN/proteinas (#23000, Norgen Biotek, Ontario, Canada) de acuerdo con el protocolo suministrado por el fabricante.
El kit de purificacion empleé una técnica de cromatografia en columna de centrifugado y permitié la elucién de
proteinas y ARN a partir de la misma muestra en 30 minutos.

Nota: KITS QIAGEN para intervenciones MURINAS/EN RATAS

Protocolo.

Brevemente se afadié solucién de lisis al tejido pulmonar y a continuacién se afiadié etanol. Esto se cargd en una
columna de centrifugado. Después de centrifugado a 14.000 rpm, todos los acidos nucleicos en la solucién se
unieron mediante una resina mientras se retiraban las proteinas en el flujo transversal. Se lavé el ARN ligado, se
volvié a centrifugar y a continuacion se eluy6 el ARN purificado. Se determind la concentracion de ARN en la elucién
usando un espectrofotémetro (NanaDrop®, Thermo Scientific) y se congeld a -80 °C.

Después del ajuste de pH se recargd el flujo de proteinas transversal en la columna de centrifugado original, se
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centrifugd, se lavod y se eluyo.

Finalmente se determinaron las concentraciones de proteinas usando un ensayo comercial (ensayo de proteinas
DCTM #500-0116, BioRAD Life Sciences, RU) de acuerdo con el protocolo proporcionado por el fabricante.
Brevemente se trata de un ensayo colorimétrico que usa una reaccién entre la proteina y una solucioén de tartrato de
cobre alcalina. A continuacién se realiza una etapa de reduccion usando reactivo de Folin. Se leyd la absorbancia a
750 nm. Se determiné la cantidad de proteina a partir de los datos de absorbancia generados de una curva estandar
de proteinas (Albumin, BSA #23209, Pierce, Thermo Scientific Fisher, RU.) Las muestras de proteinas se
almacenaron a -80 °C.

Inmunotransferencia Western
Protocolo

Se separaron las proteinas por electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida usando un kit de electroforesis comercial
(NuPAGE® Kit, Invitrogen). Todos los tampones y reactivos formaban parte del intervalo NUPAGE a menos que se
indique lo contrario. Se calenté un volumen que contenia 35 ug de proteina purificada a partir de los pulmones de
ratas desde el experimento de curso temporal, el tampén de muestra y un agente reductor preparado hasta un
volumen final de 30 pl (en agua desionizada) a 70 °C durante 10 min. A continuacion se cargaron las muestras y una
escala de marcadores tefiidos previamente en geles de SDS-poliacrilamida premoldeados de 10 pocillos (geles
NuPAGE® al 4-12 % Bis-Tris Mini, Invitrogen). Ademas se cargd también una muestra de tejido pulmonar
experimental mixto en cada gel como un control adicional para permitir un analisis cuantitativo posterior.

Inmediatamente antes de colocar los geles cargados en una célula de electroforesis (XCell SureLock® Mini cell,
Invitrogen) que ya contenia tampdn corriente de SDS, se afiadieron 500 pl de antioxidante. Se hizo funcionar el gel a
200 V durante 35 min.

Se transfirieron los geles en una membrana de nitrocelulosa (la membrana y los papeles de inmunotransferencia
habian sido remojados previamente en el tampdn de transferencia y se eliminaron las burbujas de aire) en tampon
de transferencia (que contiene antioxidante y metanol al 10 % v/v) y se mantuvo en funcionamiento a 30 V durante
60 min. Se uso tincién S de Ponceau para confirmar una transferencia adecuada.

A continuacion se bloquearon las membranas durante 1 h en 10 ml de PBS con leche al 5 % (p/v) y Tween-20 al
0,1 % (v/v) en una plataforma de agitacion. Se enjuagaron los blots en PBS/Tween-20 al 0,1 % tres veces antes de
anadir el anticuerpo primario de interés en leche al 5 %/PBS/ Tween-20 al 0,1 % en una plataforma de agitacion
durante toda la noche a 4 °C. (TRAIL antihumano de ratén 1:50, Novo Castro Laboratories, Co Durham, RU y actina
beta antirratén 1:2.000, #c56 Santa Cruz, CA, EE. UU.).

Se enjuagaron los blots tres veces durante 10 min antes de afadir un anticuerpo secundario marcado con
peroxidasa especifico de la especie diluido en PBS (inmunoglobulina antirratén de cabra policlonal/HRP 1:2.000,
#p0447, Dako, Ely, RU). Después de una etapa adicional de enjuagado tal como se ha descrito se realizé
quimioluminiscencia mejorada afiadiendo 1 ml de un ensayo comercial en los blots durante 5 min en la oscuridad
(#34075 West Dura Super Signal, Thermo scientific Fisher). Se revelaron los blots en una sala oscura usando
pelicula de autorradiografia (#28906836, HiperFilmTM GE Amersham, RU) y soluciones de revelador/fijador.

Se limpiaron los blots (#2502, Reblot Plus Mild Chemicon Solution, Millipore) y se volvieron a usar como sonda para
actina tal como se describe anteriormente.

Se secaron los blots revelados y se marcaron en la escala. Se determind la cantidad de TRAIL en las bandas
normalizando para muestras de actina y control usando la funcién de densitometria en software comercial (Syngene
SNAP software, Chemigenius2 bioimaging system, SynGene).

Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real cuantitativa

Transcripcion inversa de ARN para sintesis de primera cadena

(nota; PARA pulmones de CURSO TEMPORAL DE MCT, la dieta murina y la sangre PAXGENE usaron reactivos de
Invitrogen)

Esta etapa se realiz6 usando componentes proporcionados en un sistema de sintesis de primera cadena
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SuperScriptTM 1l (#18080-051 y #18080-044, InvitrogenTM Life technologies, RU). Se prepard un volumen que
contenia 3 pg de ARN total aislado de los pulmones (y sangre entera usando tubos PAX-gene) de roedores
experimentales hasta 10 yl usando agua de calidad molecular. A esto se le anadi6 1 pl de cebadores de hexameros
aleatorios (50 ng) y 1 yl de dNTP 10 mM y se calenté a 65 °C durante 5 minutos como etapa de desnaturalizacion.
Se pusieron las muestras en hielo hasta que se afiadieron a esta soluciéon 10 pl de una mezcla de sintesis de ADNc
[que contenia tampon 10x RT (2 ul), MgCI2 25 mM (4 ul), DTT 0,1 M (2 pl), RNaseOUTTM (1 pl) y transcriptasa
inversa SuperScriptTM Ill (1 pl)] y se mezclé. Se calentaron las muestras en un ciclador térmico (G Storm GS1, GRI
Ltd, Essex, RU) con parametros establecidos del modo siguiente i) 25 °C durante 10 min (etapa de hibridacion), ii)
50 °C durante 50 min (sintesis de ADNc) y finalmente iii) 85 °C durante 5 min antes de mantener a 4 °C (para
terminar la reaccién). Se anadié 1 pyl de ARNasaH a cada tubo antes de una etapa de incubacién final a 370 °C
durante 20 min.

Alternativamente (para todas las intervenciones en ratones y ratas) se sometieron a transcripcion inversa 2 ug de
ARN usando un kit comercial de alta capacidad de ARN a ADNc (Applied Biosystems). Brevemente se afiadiéo ARN a
tubos de PCR que contenian 10 pl de 2x tampén RT y 1 pl de una mezcla enzimatica RT. Se calentaron las
muestras en un ciclador térmico (G Storm GS1, GRI Ltd, Essex, RU) con parametros establecidos del modo
siguiente i) 37 °C durante 60 min ii) 95 °C durante 5 min y a continuacién se mantuvo a 4 °C para terminar la
reaccion.

PCR cuantitativa en tiempo real necesaria para obtener nimeros para ratén

A continuacién se llevd a cabo la amplificacién del ADNc de pulmén objetivo obtenido de la etapa RT anterior. Se
diluyé un volumen que contenia 50 ng de cada ADNc hasta un volumen de 4,5 ul usando agua estéril. Se afiadieron
5 pl de una mezcla principal de expresion génica TagMan® 2X (#4369016, Applied BiosystemsTM Life
Technologies, RU) junto con 0,5 pl de los cebadores de genes objetivo relevantes (10X) al ADNc en el pocillo
relevante de una placa de 384 pocillos. Se sometieron a ensayo los genes objetivo enumerados en la tabla 1 (todos
de Applied BiosystemsTM) 18s y se seleccion6 ATP5B como genes de control endégenos que habian sido
determinados en una prueba anterior (ensayo GeNORM). Se cargaron muestras (en duplicado) para cada gen en la
misma placa. Se centrifugd la placa a 1.000 rpm durante 1 min y se realizd la reaccion en un sistema de PCR en
tiempo real rapido 7900HT (Applied BiosystemsTM) con los siguientes ajustes: se cuantificd la expresion relativa
para cada gen comparando el gen de prueba con el gen de control de mantenimiento y comparando esta proporcion
entre un sujeto experimental y de control (delta, procedimiento CT delta) para cada gen usando el software SDS
(v2.2.1, Applied BiosystemsTM).

Gen Cebadores en ratas Cebadores en ratones
ATP5B Rn01756316 MmO00443967-g1

18s Hs03003631-m1 Hs03003631-m1
TRAIL Rn00595556-m1 Mm00437174-m1

OPG Rn00563499-m1 MmO00435452-m1
BMPR2 Rn01437210-m1 Mm03023976-m1
CCL5 Rn00579590-m1 Mm1302428-m1

IL1R1 Rn00565482-m1 Mm00434237-m1
IL1R2 Rn00588589 m1 Mm00439622-m1

Anélisis estadistico

Los datos se representaron graficamente y se analizaron usando el software Prism® v5.0 (Graphpad, EE. UU.). Los
datos se expresan como la Media [error estandar] salvo que se indique lo contrario. Se compararon dos grupos con
la prueba t de Student no emparejada y tres 0 mas grupos por ANOVA con prueba de comparacion posterior de
Bonferroni (cuando se indicd). La significacion estadistica se definié por un valor p de <0,05.

Ejemplo 1

La expresion de OPG se incrementa en HAP:

Usando ARNm aislado a partir de células de musculo liso de la arteria pulmonar (CMLAP) explantados y cultivados
in vitro a partir de pulmones trasplantados de pacientes con hipertensién arterial pulmonar idiopatica, los autores de

la invencion han demostrado que la expresion del gen OPG (figura 1A) y los niveles séricos de proteina (figura 1B)
aumentan en comparacion con los aislados a partir de muestras de control.
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Ejemplo 2
Las vias multiples asociadas con la patogénesis de HAP aumentan la secrecién de OPG desde las CMLAP:

La adicion de serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) (Sigma) (A), la inactivacion de receptor de proteina
morfogenética 6sea tipo 2 (BMP-R2 siRNA, Dharmacon) (B) o la adicion de interleucina-1 beta (IL-1b, R&D Systems)
(C) en CMLAP humanas producen un aumento importante en la secrecion de OPG.

Ejemplo 3
La OPG induce la proliferacién y la migracion de CMLAP:

La adicion de OPG humana recombinante (R&D Systems) a CMLAP humana produce aumentos dependientes de la
dosis en la proliferacion (figura 1F) y la migracion (figura 1G).

Ejemplo 4
La expresion de OPG aumenta con la progresion de la enfermedad en el modelo de HAP de monocrotalina en ratas:

En 7 ratas por grupo, por punto temporal se inyectaron 60 mg/ml de monocrotalina o solucion salina como control.
Las ratas se sometieron a cateterismo cardiaco antes de ser sacrificadas y a recogida de tejido cardiaco y pulmonar
alos 2, 7, 14, 21 y 28 dias después del inicio de la enfermedad. En cuanto a los datos publicados previamente se
observaron aumentos hemodinamicos compatibles con el proceso de enfermedad desde el dia 14 con aumentos
importantes observados en los dias 21 y 28 (figura 1H y Figura 1l). La técnica ELISA realizada en suero de rata
revel6 que se detectaron elevaciones importantes en OPG ya desde el dia 7 y antes de las alteraciones
hemodinamicas en las ratas tratadas con Mct (figura 1J), El analisis de PCR TagMan de ARN pulmonar entero
reveld un aumento importante en la expresion del gen OPG desde el dia 21 en las ratas tratadas con Mct (figura 1K).
El analisis Western de la proteina pulmonar completa aislada de las ratas se sonded con un anticuerpo anti-OPG.
Los blots se analizaron semicuantitativamente en cuanto a expresion de OPG, normalizados a beta-actina. Se
detectaron aumentos importantes en la proteina OPG desde el dia 21 en las ratas tratadas con monocrotalina en
comparacion con los controles de solucion salina (figura 1L).

Ejemplo 5
El tratamiento con anticuerpo anti-OPG previene el desarrollo de HAP en el modelo de rata de monocrotalina:

En 4 ratas por grupo se implantd una minibomba osmética para suministrar un anticuerpo anti-OPG o IgG como
control, al mismo tiempo que recibieron una dosis de 60 mg/kg de monocrotalina. Después de 21 dias las ratas se
sometieron a cateterismo cardiaco antes de ser sacrificadas y se recogio el tejido cardiaco y pulmonar como antes.
Las ratas que recibieron el anticuerpo anti-OPG mostraron una reduccién importante en PSVD en comparacion con
las ratas que recibieron IgG (figura 1M). La reduccion en PSVD se asocié también con una reduccion importante en
la remodelacion vascular pulmonar (media/AST) de las pequefias arterias/arteriolas pulmonares (<50 um, figura 1N)
y las arterias pulmonares de tamario pequefio o medio (51-100 pym, figura 10).

Ejemplo 6

La expresion de OPG aumenta en el modelo de ratén ApoE"' alimentado con dieta tipo Paigen:

Los ratones ApoE"' o] ApoE'/'/IL-1R1'/' alimentados con la dieta tipo Paigen durante 8 semanas desarrollaron
aumentos importantes en PSVD (figura 1P). El analisis PCR TagMan de ARN pulmonar entero revelé6 un aumento
importante en la expresion del gen OPG en los ratones alimentados con Paigen (figura 1Q). El andlisis Western de la
proteina pulmonar entera aislada de los ratones se sonded6 con un anticuerpo anti-OPG. Los blots se analizaron
semicuantitativamente en cuanto a expresion de OPG, normalizada a beta-actina. Se detectaron aumentos
importantes en la proteina de OPG en los ratones alimentados con Paigen (figura 1R).

Ejemplo 7

El tratamiento de HAP establecida con un anticuerpo anti-OG induce la reversion de la enfermedad:

En los ratones ApoE"' (figura S) o ApoE'/'/IL-1R1'/' (figura T) después de 8 semanas de alimentarse con la dieta tipo
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Paigen se implantaron bombas osméticas que suministraron anticuerpo anti-OPG de IgG durante 4 semanas. Los
ratones que recibieron el anticuerpo anti-OPG mostraron una reduccion importante en PSVD en comparacion con
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los ratones tratados con IgG, hasta niveles casi normales.
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gtgcaagctyg
tcaaatgaga
ctcocctgetaa
tcaactcaaa
gttcctacaa
aaagtaaacg
ttccagetge
atccaagata
accttcocgage
gacattgaaa
ttgtggcgaa
cactcaaaga
ttecttcaca

aaccaggtcc

tctccattaa
aaacctctca
gtacagcaaa
ggcacaccag
agcaggagtyg
agatagagtt
gaaccccaga
cgtcatctaa
ctcagaaagg
aatgtggaat
agtttacgee
cagagagtgt
tgaagttatg
ttgacctetg
agcttegtag
aaacaataaa
taaaaaatgg
cgtaccactt
gcttcacaat

aatcagtaaa
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gtggaccacc
tcagetgttg
gtggaagacc
tgacgagtgt
caatcgeace
ctgcttgaaa
gcgaaataca
agcaccctgt
aaatgcaaca
agatgttacc
taactggett
agagaggata
gaaacatcaa
tgaaaacage
cttgatggaa
ggcatgcaaa
cgaccaagac
tcccaaaact
gtacaaattg

aataagectge
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo antagonista, o fragmento de unién a antigeno activo del mismo, que se une a e inhibe la
actividad de una proteina codificada por el gen de la osteoprotegerina (OPG) para el uso en el tratamiento y la
reversion de los sintomas patolégicos de hipertension pulmonar.

2. El anticuerpo para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1 donde dicho anticuerpo o fragmento de
uniéon a antigeno activo se une a e inhibe la actividad de un polipéptido que comprende o que consiste en la
secuencia de aminoacidos en la SEQ ID NO: 1.

3. El anticuerpo para el uso de acuerdo con la reivindicacion 2 donde dicho anticuerpo compite con un
anticuerpo que se une a la secuencia de aminoacidos tal como se representa en la SEQ ID NO: 1.

4. El anticuerpo para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 donde dicho
anticuerpo es un anticuerpo policlonal.

5. El anticuerpo para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 donde dicho
anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

6. El anticuerpo para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 donde dicho
fragmento de unidn se selecciona de entre el grupo que consiste en: Fab, Fab,, F(ab'),, Fv, Fc, Fd, fragmento de
anticuerpo monocatenario.

7. El anticuerpo para el uso de acuerdo con la reivindicacion 5 o 6 donde dicho anticuerpo es un
anticuerpo quimérico.

8. El anticuerpo para el uso de acuerdo con la reivindicacion 5 o 6 donde dicho anticuerpo es un
anticuerpo humanizado o humano.

9. El anticuerpo para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 que comprende
una cantidad efectiva de al menos un agente efectivo adicional en el tratamiento de la hipertensiéon pulmonar.

10. El anticuerpo para el uso de acuerdo con la reivindicacién 9 donde dicho agente se selecciona de
entre el grupo: bloqueantes de los canales de calcio, diuréticos, antagonistas del receptor de la endotelina,
prostaciclinas, guanalato-ciclasa soluble e inhibidores de la fosfodiesterasa.

11. El anticuerpo para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 donde la

hipertension pulmonar es hipertension arterial pulmonar o hipertensién pulmonar asociada con enfermedad
pulmonar.
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Ctrl CicloBsi BMP-R2si

0,00

2«0
Coef. aumento
*H incorp.

4

L]
Ctrl 3 10 30

IL-1B (ng/ml)

o

Cinl POGF-BB 1 10 50 100

rOPG (ng/ml)
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J
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SEQ ID NO: 1

MNNLLCCALVFLDISIKWTTQETFPPKYLHYDEETSHQLLCDKCPPGTYLKQHCTAKWKT
VCAPCPDHYYTDSWHTSDECLYCSPVCKELQYVKQECNRTHNRVCECKEGRYLEIEFCLK
HRSCPPGFGVVQAGTPERNTVCKRCPDGFFSNETSSKAPCRKHTNCSVEFGLLLTQKGNAT
HDNICSGNSESTQKCGIDVTLCEEAFFRFAVPTKFTPNWLSVLVDNLPGTKVNAESVERI
KRQHSSQEQTFOLLKLWKHONKDODIVKKIIQDIDLCENSVQRHIGHANLTFEQLRSLME

SLPGKKVGAEDIEKTIKACKPSDQILKLLSLWRIKNGDODTLKGLMHALKHSKTYHFPKT
VIQSLKKTIRFLHSFTMYKLYQKLFLEMIGNQVQSVKISCL

SEQ IDN O: 2
TTGCT TTT ACATCT TT.

CAGGAAACGTTTCCTCCAAAGTACCTTCATTATGACGAAGAAACCTCTCATCAGCTGTTG
TGTGACAAATGTCCTCCTGGTACCTACCTAAAACAACACTGTACAGCAAAGTGGAAGACC
GTGTGCGCCCCTTGCCCTGACCACTACTACACAGACAGCTGGCACACCAGTGACGAGTGT
CTATACTGCAGCCCCGTGTGCAAGGAGCTGCAGTACGTCAAGCAGGAGTGCAATCGCACC
CACAACCGCGTGTGCGAATGCAAGGAAGGGCGCTACCTTGAGATAGAGTTCTGCTTGAAA
CATAGGAGCTGCCCTCCTGGATTTGGAGTGGTGCAAGCTGGAACCCCAGAGCGAAATACA
GTTTGCAAAAGATGTCCAGATGGGTTCTTCTCARATGAGACGTCATCTAAAGCACCCTGT
AGAARACACACAAATTGCAGTGTCTTTGGTCTCCTGCTAACTCAGAAAGGAAATGCAACA
CACGACAACATATGTTCCGGAAACAGTGAATCAACTCARAAATGTGGAATAGATGTTACC
CTGTGTGAGGAGGCATTCTTCAGGTTTGCTGTTCCTACAAAGTTTACGCCTAACTGGCTT
AGTGTCTTGGTAGACAATTTGCCTGGCACCAAAGTAARACGCAGAGAGTGTAGAGAGGATA
AAACGGCAACACAGCTCACAAGAACAGACTTTCCAGCTGCTGAAGTTATGGAAACATCAA
AACAARAGACCAAGATATAGTCAAGAAGATCATCCAAGATATTGACCTCTGTGAAAACAGC
GTGCAGCGGCACATTGGACATGCTAACCTCACCTTCGAGCAGCTTCGTAGCTTGATGGAA
AGCTTACCGGGAAAGARAAGTGGGAGCAGAAGACATTGARAARACRATAAAGGCATGCAAA
CCCAGTGACCAGATCCTGAAGCTGCTCAGTTTGTGGCGAATAAAAAATGGCGACCAAGAC
ACCTTGAAGGGCCTAATGCACGCACTAAAGCACTCAAAGACGTACCACTTTCCCAAAACT
GTCACTCAGAGTCTAAAGAAGACCATCAGGTTCCTTCACAGCTTCACAATGTACARATTG
TATCAGAAGTTATTTTTAGAAATGATAGGTAACCAGGTCCAATCAGTAAAAATAAGCTGC

TTATAA
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