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DESCRIPCION
Métodos para tratar la osteogénesis imperfecta
FINANCIACION GUBERNAMENTAL

Esta invencion se realizé con apoyo gubernamental a través de P01 HD070394, P01 HD22657 y RO1 DE01771,
concedidos por el “National Institute of Health”. El gobierno de los Estados Unidos tiene ciertos derechos sobre la
invencion.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a métodos para tratar la osteogénesis imperfecta (Ol). Mas especificamente, la
invencion se refiere a métodos para tratar la Ol usando una proteina de union, p. ej., un anticuerpo o un fragmento
de unién a antigeno del mismo, que se una especificamente a factor de crecimiento transformante § humano (TGFB)
0 a sus isoformas.

ANTECEDENTES

La osteogénesis imperfecta (Ol), también conocida como “enfermedad de huesos de cristal” o sindrome de Lobstein,
es una enfermedad 6sea congénita, debilitante y rara que afecta a aproximadamente una de cada 15.000 personas.
Aunque los fenotipos varian entre los tipos de Ol, los sintomas comunes incluyen la osificacion incompleta de
huesos y dientes, una masa 6sea reducida, huesos fragiles y fracturas patologicas. Se cree que dichos sintomas
comunes de la Ol estan causados por mutaciones genéticas que dan como resultado deficiencias en el colageno de
Tipo-1 0 en otras proteinas implicadas en la deposicion de matriz ésea o en la homeostasis. Como resultado de estos
sintomas y de la propension a fracturas y complicaciones dseas fatales, la esperanza de vida de los pacientes de Ol
es reducida en comparacién con la poblacion general. Por consiguiente, claramente existe una necesidad urgente en
la técnica para desarrollar tratamientos efectivos de la Ol. Las células osteoblasticas de un paciente con Ol tienen un
numero elevado de receptores en la superficie celular para TGF-f (remitase a Gebken et al., Pathobiology (2000),
vol. 68 n° 3 paginas 106-112). Se estudiaron los efectos de la inyeccion del factor de crecimiento transformante beta
en células obtenidas a partir de pacientes con Ol (véase Morike et al., Journal of Orthopaedic Research (1993), vol.
11, n°4, paginas 564-572) y proporcionaron resultados diferentes entre los pacientes. Se ha mostrado que ratones
que sobreexpresan TGF-B1 desarrollan alteraciones similares a la dentinogénesis imperfecta (véase Opsahl et al.,
Archives of Oral Biology (2005), vol. 50, n°1, paginas 279-286). Se mostr6 que la exposicion de ratones normales al
anticuerpo anti-TGFb 1D11 aumenta la masa 6sea (véase Edwards et al., Journal of Bone and Mineral Research
(2010), vol. 25, n°11, paginas 2419-2426). Se puede tratar la Ol con bisfosfonatos tal como divulgan Glorieux et al,
Pediatrics (2007) vol. 119 Suplemento 2, paginas S163-S165).

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figuras 1A (ensayos Western blot) y 1B-1F (gréaficos): demuestran que la sefnalizacién de TGF( es elevada en
huesos de ratones Crtap en comparacion con los controles naturales.

Figuras 2A (imagen luminiscente) y 2B-C (graficos): muestran que los ratones Crtap'/' cruzados con ratones
indicadores de TGFB exhiben una mayor actividad de TGF( que los controles naturales.

Figura 3: es un imagen de uCT de vértebras de ratones Crtap’/' tratados con el anticuerpo 1D11 anti-TGFB pan-
especifico.

Figura 4: es un grafico que contiene medidas cuantitativas de vértebras de ratones Crtap”” tratados con el anticuerpo
1D11 anti-TGFp pan-especifico.

Figura 5: es un analisis histomorfométrico de vértebras de ratones Crtap'/' tratados con el anticuerpo 1D11 anti-TGF
pan-especifico.

Figura 6A y 6B: son graficos que demuestran las propiedades biomecanicas (Figura 6A — carga maxima, y Figura 6B
— rigidez) de fémures de ratones Crtap tratados con el anticuerpo 1D11 anti-TGFB pan-especifico, determinadas
mediante un ensayo de doblamiento de tres puntos.

Figura 7A y 7B (imagenes de micrografias) y 7C (grafico): demuestran el fenotipo pulmonar de ratones Crtap™
tratados con el anticuerpo 1D11 anti-TGF pan-especifico.

Figura 8: son imagenes de micrografia de pulmones de Crtap'/’y naturales con un anticuerpo anti-decorina.
Figura 9: es un grafico que muestra un ensayo de union a decorina.

Figura 10: es un grupo de gréficos, fotos e imagenes que demuestran un aumento de la sefalizacion de TGF en
ratones Crtap Figura 10A: es una serie de tres graficos que muestran los resultados de RT-PCR cuantitativa de los
genes diana de TGFB p21, PAI-1 y Colial. Los gréficos indican un incremento de la sefializacion de TGFB en hueso
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calvaria de ratones P3 WT y Crtap'/'. Los resultados se muestran como tasa de cambio del media del grupo WT *
SD; n=5 por grupo, *p<0,05. Figura 10B: es una fotografia de un analisis Western blot de extractos de proteina de
calvaria P3, que muestra un aumento de la cantidad de Smad2 activada (pSmad2) respecto a la proteina Smad2
total en ratones Crtap frente a ratones WT, lo que sugiere un aumento de la sefializaciéon de TGF@; n=3 por grupo.
Figura 10C: es un grafico que muestra la cuantificacion del andlisis Western blot mostrado en la Figura 10B. Los
resultados se muestran como tasa de cambio de la media del grupo WT £ SD, *p<0,05. Figura 10D: es una imagen
que muestra un aumento de bioluminiscencia en regiones que solapan con estructuras esqueletales en ratones
Crtap/ en comparacion con ratones WT que fueron intercruzados con ratones indicadores de TGFB (ratones SBE-
Luc). Se muestra una imagen representativa de 3 camadas de P10. En 3 camadas los ratones Crtap muestran una
media de 2,86 veces (SD+0,34) la sefnal de bioluminiscencia en la cabeza/calvaria en comparacion con los ratones
WT (barra de escala = 1 cm). Figura 10E: es un grafico que muestra, usando una linea celular indicadora de TGF,
que la actividad de TGF se determiné en medio condicionado procedente de células estromales de médula ésea
WT y de Crtap’/' en condiciones osteogénicas durante 3 dias, que demuestra una mayor actividad de TGFB en
comparacion con el medio procedente de células WT. Los resultados se muestran como tasa de cambio de la media
del grupo WT + SD, n=5 por grupo, *p<0,05. Figura 10F: son dos imagenes que muestran la inmunotincion de
pulmones (P10) para pSmad2, que demuestran un aumento de la tincion intracelular en ratones WT vy Crtap'/'
(aumentos 40X). Se muestran imagenes representativas de n=3 ratones por grupo (barra de escala = 20 ym).

Figura 11: es un grupo de fotos y graficos que muestran la correccion fenotipica de ratones Crtap'/' tras tratamiento
con el anticuerpo 1D11 neutralizante de TGFB. Figura 11A: es una serie de tres imagenes MicroCT de cuerpos
vertebrales L4 de ratones de 16 semanas de edad de tipo natural (WT), Crtap tratados con anticuerpo de control y
Crtap tratados con 1D11 tras tratamiento durante 8 semanas. Figura 11B: es un grupo de tres graficos que
muestran los resultados de MicroCT de cuerpos vertebrales L4, que demuestran el aumento del volumen
6seo/volumen total (BV/TV), del nimero trabecular (Tb.N) y del espesor trabecular (Tb.Th) en ratones WT, Crtap
de control y Crtap tratados con 1D11. Los resultados se muestran como las medias +SD, n=8 por grupo, *p<0,05
para Crtap 1D11 vs. Crtap de control, +p<0,05 para Crtap vs. WT. Figura 11C: es un grupo de tres graficos que
muestran los resultados del andlisis histomorfométrico de vértebras L4, que demuestra un aumento del nimero de
osteoclastos (N.Oc/BS) y de osteoblastos (N.Ob/BS) por superficie de hueso en ratones Crtap en comparacion con
WT. Una reduccién del nimero de osteoblastos y osteoclastos tras tratamiento con 1D11 indica una supresnon
efectiva de la remodelacién 6sea acelerada en ratones Crtap El aumento del nimero de osteocitos por area de
hueso (N.Ot/B.Ar) en ratones Crtap”” se reduce al nivel de WT tras tratamlento con 1D11. Los resultados se
muestran como medias + SD, n=6 por grupo, *p<0,05 para Crtap 1D11 vs. Crtap de control, +p<0,05 para Crtap
vs. WT. Figura 11D: es una serie de tres imagenes que muestran la tincién de hematoxilina/eosina de pulmones
inflados de ratones de 16 semanas de edad de tipo natural (WT), ratones Crtap/ de control y ratones Crtap™
tratados con 1D11 tras tratamiento durante 8 semanas. Los ratones Crtap de control muestran un aumento en el
espacio aéreo distal en comparamon con los ratones WT. Tras el tratamiento con 1D11, existe una reduccion en el
diametro aéreo distal en comparacién con los ratones Crtap de control. Se muestran imagenes representativas de
n=8 ratones por grupo (barra de escala = 100 ym). Figura 11E: es un grafico que muestra la cuantificacion de la
distancia entre las estructuras alveolares mediante el método de medla lineal-intercepcion (MLI), que demuestra una
reducmon significativa del espacio aéreo distal en ratones Crtap tratados con 1D11 en comparacion con ratones
Crtap tratados con anticuerpo de control y ratones WT. Los resultados se muestran como medias + SD, n=8
ratones por grupo, 10 imagenes analizadas por ratén, *p<0,05 para Crtap/ 1D11 vs. Crtap/ de control, +p<0,05 para
Crtap vs. WT.

Figura 12: es una serie de gréaficos que muestra que la union de decorlna a colageno de tipo | solapa el sitio P986
3Hyp y esta reducida en el colageno de tipo | de ratones Crtap Figura 12A: es un grupo de tres graficos que
muestran los resultados de RT-PCR cuantitativa de hueso calvaria de ratones P3, que no muestra diferencias en la
expresion de ARN de los proteoglicanos ricos en leucina pequerios decorina (Dcn), biglicano (Bgn) y asporina (Aspn)
en hueso calvaria de ratones Crtap’/' en comparaciéon con ratones WT. Los resultados se presentan como tasa de
cambio de la media del grupo WT * SD, n=5 por grupo. Figura 12B: es un grafico que muestra los resultados de
andlisis de resonancia de plasmoén superficial que indica que la uniéon de proteina de nudcleo de decorina
recombinante a colageno de tipo | de ratones Crtap'/' es aproximadamente un 45% menor que a colageno de tipo |
de ratones WT. Se llevaron a cabo tres experimentos independientes usando decorina 3, 5y 12 yM. Se muestran las
unidades de respuesta (RU) de la cantidad total de decorina unida normalizada al colageno de tipo | inmovilizado
sobre el chip. La reducciéon media de la unién de decorina a colageno de tipo | de Crtap es de 44,6 +7,9%.

Figura 13: es una serie de graficos y fotos que muestran que la inhibicién del aumento de la sefializacion de TGF3
mejora el fenotlpo oseo en un modelo de raton de Ol dominante que procede de una mutacion G610C en el gen
Col1a2 (Colta2™ ). Figura 13A: son dos graficos que muestran los resultados de RT-PCR cuantitativa de los
genes dlana de TGFB p21 y PAI-1, que indica un aumento de la sefalizacion de TGF en hueso calvaria de ratones
WT P3y Col1a2™" ™" | o5 resultados se muestran como tasa de cambio de la media del grupo WT = SD; n=3 por
grupo, *p<0,05. Figura 138 es una foto de los resultados de los analisis Western blot, que muestra un aumento de
los niveles de Smad2 activado (pSmad2) respecto a los niveles totales de proteina Smad2 en calvaria P3 de ratones
WT y Col{q2™"-™Mebr gy comparacion con WT, lo que sugiere un aumento de la sefializaciéon de TGF; n=3 por
grupo. Figura 13C: es un grafico que muestra la cuantificacion del Western blot observado en la Figura 13B. Los
resultados se muestran como tasa de cambio de la media del grupo WT + SD; *p<0,05. Figura 13D: son una serie de
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fotos de imagenes MicroCT de cuerpos vertebrales L4 de ratones de 16 semanas de edad de tipo natural (WT),
ratones Col1a2™ ™" tratados con anticuerpo de control y ratones Col1a2™ ™" tratados con 1D11 tras
tratamiento durante 8 semanas. Figura 13E: es una serie de graficos de datos procedentes de MicroCT de cuerpos
vertebrales L4, que muestra un aumento del volumen 6seo/volumen total (BV/TV), del nimero trabecular (Tb.N) y del
espesor trabecular (Tb.Th) en ratones Col1a2™"™®" trag tratamiento con 1D11. Los resultados se muestran como
medias + SD, n=6 por grupo, *p<0,05 para Colia2™™® {1D11 vs. Col1a2™ ™®" de control, +p<0,05 para
Col1 q21m1 1Mcbr s WT.

Figura 14: es un grafico de curva de peso, que muestra una reduccion de peso en ratones Crtap'/' en comparacion
con ratones WT durante el periodo de estudio (p<0,05 para todos los tiempos, se muestran las medias = SD). No se
observd una diferencia estadlstlcamente significativa en peso en los ratones Crtap tratados con 1D11 en
comparacién con los ratones Crtap de control.

Figura 15: son una serie de graficos y tablas que no muestran ningln efecto de la inhibicién de TGFB sobre la
modificacién post-traduccional de colageno de tipo | anormal en ratones Crtap Figura 15A: es una serie de tres
graficos que muestran espectros de masas en tandem de colagenos de tipo | extraidos de tibias de ratones WT,
ratones Crtap’/’ de control y ratones Crtap’/’ tratados con 1D11 (ratones de 16 semanas de edad, tras tratamiento
durante 8 semanas). La secuencia del gréafico superior es la SEQ ID NO: 19, la secuencia del gréfico del medio es la
SEQ ID NO: 20 y la secuencia del gréfico inferior es la SEQ ID NO: 21. Figura 15B: es una tabla que muestra un
sumario de andlisis de espectros de masas en tdndem. El tratamiento con 1D11 no afect6 de forma significativa al
estatus de 3-hidroxilacion del residuo de colageno Pro986 alfa 1 (I) en muestras 6seas. Se muestra la media del
porcentaje de residuos 3-hidroxilados (+SD), n= 5 por grupo. Figura 15C: es un grupo de tres graficos que muestran
que el colageno 6seo de tipo | de ratones Crtap de control y ratones Crtap tratados con 1D11 exhiben cambios en
los niveles de hidroxilisil piridinolina (HP) y de enlaces de lisil piridinolina (LP) y un aumento del ratio HP/LP en
comparacién con los ratones WT. El tratamiento de 1D11 en ratones Crtap/ no afecté de forma significativa a estos
parametros, en comparacion con los ratones Crtap de control. Los resultados se muestran como medias + SD, n=4
ratones por grupo, +p<0,05 para Crtap vs. WT.

Figura 16: es una serie de gréaficos que muestra los marcadores de recambio de suero 6seo osteocalcina (OCN) y el
telopéptido reticulado C-terminal de colageno 6seo (CTX) al inicio (Figura 16A = 8 semanas de edad) y al final del
estudio de tratamiento (Figura 16B = 16 semanas de edad). Figura 16A: son dos graficos que muestran que un
aumento de los niveles en suero de OCN y CTX en ratones Crtap/ de 8 semanas de edad en comparacion con
ratones WT al inicio del estudio aumenté la frecuencia de recamblo 6seo en ratones Crtap Los resultados se dan
como medias + SD, n=8 para WT, n=14 para ratones Crtap , +p<0,05 para Crtap vs. WT. Figura 16B: son dos
graficos que muestran que a las 16 semanas de edad los ratones Crtap/ tratados con 1D11 presentan una
tendencia a la reduccnon de OCN en suero y niveles de CTX en suero significativamente reducidos en comparacion
con los ratones Crtap de control, lo que indica una supresion del aumento de la frecuencia de recamblo por
inhibicién de TGFB. Los resultados se dan como medias + SDs n=8 para WT, n=7 para el grupo Crtap ; *p<0,05
para Crtap” 1D11 vs. Crtap” de control, +p<0,05 para Crtap” vs. WT.

Flgura 17: es una tabla que muestra los resultados de andlisis de MicroCT de cuerpos vertebrales L4 de ratones WT,
Crtap de control y Crtap tratados con 1D11 (ratones de 16 semanas de edad, tras tratamiento durante 8
semanas). Se muestran las medias + SD para el volumen 6seo/volumen de tejido (BV/TV), el nUmero trabecular
(Tb.N), el espesor trabecular (Tb.Th), la separacién trabecular (Tb.Sp) y la densidad mineral 6sea de volumen éseo
(BMD BV); n=8 por grupo, + indica ANOVA unidireccional Kruskal-Wallis en rangos en los que el test de varianzas
iguales fall6. n.s. = no significativo estadisticamente.

Figura 18: es una tabla que muestra los resultados de andlisis de MicroCT de hueso trabecular en fémures
proximales correspondientes a ratones WT, Crtap de control y Crtap tratados con 1D11 (ratones de 16 semanas
de edad, tras tratamiento durante 8 semanas). Se muestran las medias + SD para el volumen éseo/volumen de
tejido (BV/TV), el nimero trabecular (Tb.N), el espesor trabecular (Tb.Th), la separacion trabecular (Tb.Sp) y la
densidad mineral ésea de volumen 6seo (BMD BV); n=8 por grupo. + indica ANOVA unidireccional Kruskal-Wallis en
rangos en los que el test de varianzas iguales fallé. n.s. = no significativo estadisticamente.

Figura 19: es una tabla que muestra Ios resultados de anaI|S|s de MicroCT de hueso cortical de mitad del fémur
correspondientes a ratones WT, Crtap de control y Crtap tratados con 1D11 (ratones de 16 semanas de edad,
tras tratamiento durante 8 semanas). Se muestran las medias + SD para el espesor cortical, la densidad mineral
6sea de volumen 6seo (BMD BYV), el diametro anterior-posterior (a.p.), el area transversal (CSA) y los momentos de
inercia transversales (CSMI) para el eje medio-lateral (m.l.) y anterior-posterior (a.p.); n=8 por grupo. n.s. = no
significativo estadisticamente.

Figura 20: es una tabla que muestra los resultados del ensayo biomecanico de fémures por torsion de 3 puntos
(ratones de 16 semanas de edad, tras tratamiento durante 8 semanas). En comparacién con los ratones WT, los
ratones Crtap'/' de control exhiben unos parametros biomecanicos significativamente reducidos, excepto el médulo
elastico y el desplazamiento elastico. El tratamiento anti-TGF con 1D11 dio como resultado mejoras significativas
de la carga maxima y la resistencia definitiva en fémures Crtap lo que indica un aumento de hueso completo y de
resistencia tisular. Sin embargo, no se observaron cambios S|gn|f|cativos en el desplazamiento post-rendimiento, lo
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que |nd|ca que el 1D11 no afecto al aumento de fragilidad del hueso Ol. n=6 para ratones WT, n=4 para ratones
Crtap y n=3 para ratones Crtap tratados con 1D11. n.s. = no significativo estadisticamente.

Figura 21: es una tabla que muestra los resultados de analisis histomorfométricos de cuerpos vertebrales L4 de
ratones WT, ratones Crtap de control y ratones Crtap tratados con 1D11 (ratones de 16 semanas de edad, tras
tratamiento durante 8 semanas). Se muestran las medias + SD para el volumen 6seo/volumen de tejido (BV/TV), e
ndamero trabecular (Tb.N), el espesor trabecular (Tb.Th), la separacién trabecular (Tb.Sp), el nimero de
osteoclastos/superficie ésea (N.Oc/BS), la superficie de osteoclastos/superficie 6sea (Oc.S/BS), el nimero de
osteoblastos/superficie 6sea (N.Ob/BS), la superficie de osteoblastos/superficie 6sea (Oc.S/BS) y el numero de
osteocitos/area 6sea (N.Ot/B.Ar); n=6 por grupo. + indica ANOVA unidireccional Kruskal-Wallis en rangos en los que
el test de varianzas iguales fallé. n.s. = no significativo estadisticamente.

Figura 22: es una tabla que muestra los resultados de andlisis de MicroCT de cuerpos vertebrales L4 de ratones WT,
Col1a2™ ™" g control y Col1a2™ ™" tratados con 1D11 (ratones de 16 semanas de edad, tras tratamiento
durante 8 semanas). Se muestran las medias + SD para el volumen éseo/volumen de tejido (BV/TV), el nimero
trabecular (Tb.N), el espesor trabecular (Tb.Th), la separacion trabecular (Tb.Sp) y la densidad mineral 6sea de
volumen 6seo (BMD BV); n=6 por grupo. n.s. = no significativo estadisticamente.

Figura 23: es un grafico que muestra el andlisis de resonancia de plasmén superf|C|aI que mide la unién de proteina
de nucleo decorina recombinante a colageno de tipo | de ratones WT y Crtap Se realizaron tres réplicas técnicas a
cada una de las concentraciones de decorina indicadas a partir de dos réplicas biolégicas independientes (¢ réplica
1, A réplica 2). Los resultados se muestran como porcentaje de la media de WT (las barras indican la media por

grupo).

Figura 24: (imagenes de mlcrograflas) demuestra la inmunotinciéon correspondiente a decorina en la metafisis de
fémur distal de ratones WT y Crtap a 20X, n=3 por genotipo, barras de escala=100 ym (Figuras 24A-24C) y 40X de
aumento, n=3 por genotipo, barras de escala = 50 ym (Figuras 24D-24F). Los fémures de control fueron incubados
solo en anticuerpo secundario.

Figura 25: (imagenes de mlcrograflas) demuestra la inmunotincion correspondiente a TGFB1 en la metafisis de
fémur distal de ratones WT y Crtap a 20X, n=3 por genotipo, barras de escala=100 ym (Figuras 25A-25C) y 40X de
aumento, n=3 por genotipo, barras de escala = 50 ym (Figuras 25D-25F). Los fémures de control fueron incubados
solo en anticuerpo secundario.

Figura 26: (imagenes de micrografias) demuestra la inmunotincion correspondiente a TGFB1 en la metafisis de
fémur distal de ratones WT y Col1a2™"- ™" 5 20X, n=3 por genotipo, barras de escala=100 pm (Figuras 26A-26C) y
40X de aumento, n=3 por genotipo, barras de escala = 50 ym (Figuras 26D-26F). Los fémures de control fueron
incubados solo en anticuerpo secundario.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a métodos para tratar de forma efectiva la osteogénesis imperfecta (Ol). Méas
especificamente, la invencion se refiere a métodos para tratar la Ol usando una proteina de unién tal como un
anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo que se una especificamente y neutralice las tres isoformas
de TGFB humanos, es decir, TGFB1, TGFB2 y TGFB3. En un aspecto, la invencién proporciona un método para
tratar Ol en un sujeto que lo necesite que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva
de un anticuerpo o de un fragmento de unién a antigeno del mismo que se una especificamente a TGFf.

En una realizacién, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende una region variable de
cadena pesada que comprende tres regiones determinantes de la complementariedad (CDR, del inglés
“Complementarity Determining Regions”) que presentan secuencias de aminoacidos seleccionadas del grupo que
consiste en las SEQ ID NOs: 4, 5 y 6; y una region variable de cadena ligera que comprende tres CDR que
presentan secuencias de aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 7, 8y 9.

En otra realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende una region variable de
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 10, y una regién variable de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 11.

En una realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende ademas una region
constante de IgG4 humana. En una realizacion, la regién constante de 1IgG4 humana comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 12. En otra realizacion, el anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno del mismo
ademas comprenden una region constante de cadena ligera k humana. En otra realizacién, la region constante de
cadena ligera k humana comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 13. En otra realizacién, el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo ademas comprende una region constante de IgG4 humana y
una region constante de cadena ligera kK humana.

En otra realizacién, la region constante de IgG4 humana comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
12, y la regién constante de cadena ligera k humana comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID NO: 13.
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En otra realizacion, el anticuerpo comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminodacidos de la
SEQ ID NO: 14. En otra realizacion, el anticuerpo comprende una cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 15. En otra realizacion, el anticuerpo comprende una cadena pesada que comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 14, y una cadena ligera que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 15.

En otra realizacién, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo mejora un parametro 6seo
seleccionado del grupo que consiste en densidad volumétrica 6sea (BV/TV), superficie ésea total (BS), densidad
superficial 6sea (BS/BV), numero trabecular (Th.N), espesor trabecular (Tb.Th), espaciado trabecular (Tb.Sp), y
volumen total (Dens TV).

En otra realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo inhiben la resorcion 6sea.

En otra realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo reduce un biomarcador en suero de la
resorcion 6sea seleccionado del grupo que consiste en hidroxiprolina urinaria, piridinolina (PYD) total urinaria,
desoxipiridinolina (DPD) libre urinaria, N-telopéptido reticulado (NTX) de colageno de tipo | urinario, C-telopéptido
reticulado (CTX) de colageno de tipo | urinario o en suero, sialoproteina 6sea (BSP), osteopontina (OPN) y acido
fosfatasa 5b resistente a tartrato (TRAP).

En otra realizacion, el anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo aumenta un biomarcador en suero de
la deposicion 6sea seleccionado del grupo que consiste en fosfatasa alcalina total, fosfatasa alcalina especifica de
hueso, osteocalcina y pro-colageno de tipo | (C-terminal/N-terminal).

En otra realizacién, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo inhibe la resorcion 6sea. En otra
realizacién, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo promueve la deposicién 6sea. En otra
realizacién, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo mejora la funcién de un érgano no esqueletal
afectado por Ol seleccionado del grupo que consiste en funcién auditiva, funcién pulmonar y funcién renal.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para tratar la Ol en un sujeto que lo necesite que comprende la
administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo o de un fragmento de unién a
antigeno del mismo que se unan a TGF, donde el anticuerpo comprende una cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 14, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 15.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para tratar la Ol en un sujeto que lo necesite que comprende
administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo que se una a TGF en combinacion con al menos un agente terapéutico. En otra realizacién, el agente es un
bisfosfonato.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
A. Definiciones

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria
tienen el mismo significado utilizado habitualmente por los especialistas en la técnica.

Cabe destacar aqui que tal como se usan en esta especificacion y en las reivindicaciones anexas, las formas
singulares “un”, “una” y “el”, “la” también incluyen la referencia al plural, a menos que el contexto dicte claramente lo

contrario.

El término “aproximadamente” significa dentro de un margen del 10%, y mas preferiblemente del 5% (6 1% o
menos), de un valor o rango dados.

Los términos “administrar” o “administracién” se refieren al acto de inyectar o suministrar fisicamente por cualquier
otro medio una sustancia tal como existe fuera del organismo (p. €j., un anticuerpo) a un paciente, tal como por
administracion mucosal, intradérmica, intravenosa, subcutanea, intramuscular y/o cualquier otro método de
administracion fisica descrito en la presente memoria o conocido en la técnica. Cuando se trate una enfermedad, o
un sintoma de la misma, la administracién de la sustancia normalmente se produce tras la aparicion de la
enfermedad o de sus sintomas. Cuando se quiere prevenir una enfermedad o sus sintomas, la administracién de la
sustancia se produce normalmente antes de la aparicion de la enfermedad o de sus sintomas.

Un “antagonista” o “inhibidor” de TGF( se refiere a una molécula que es capaz de inhibir o si no de reducir una o
mas de las actividades biolégicas del TGFf, tal como en una célula que expresa TGFB o en una célula que expresa
un ligando de TGFB, o que expresa un receptor de TGFB. En determinados ejemplos de realizaciones, los
anticuerpos de la invencion son anticuerpos antagonistas que inhiben o si no reducen la actividad de TGFB en una
célula que tiene un receptor de TGFf expresado en la superficie celular (p. ej., receptor de TGFB 1, 2 6 3) cuando
dicho anticuerpo es puesto en contacto con dicha célula. En algunas realizaciones, un antagonista de TGF( (p. €j.,
un anticuerpo de la invencion) puede actuar, por ejemplo, inhibiendo o si no reduciendo la activacién y/o los
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mecanismos de sefalizacion celulares de la célula que expresa un receptor de TGF, inhibiendo de este modo una
actividad biol6gica mediada por TGF@ de la célula respecto a la actividad biolégica mediada por TGFB en ausencia
de antagonista. En determinadas realizaciones de la invencion, los anticuerpos anti-TGF{ son anticuerpo anti-TGFf
antagonisticos, preferiblemente anticuerpos anti-TGF antagonisticos monoclonales completamente humanos.

” o«

Los términos “anticuerpo”, “inmunoglobulina” o “Ig” pueden usarse de forma intercambiable en la presente memoria.
El término anticuerpo incluye, aunque sin limitacion, anticuerpos sintéticos, anticuerpos monoclonales, anticuerpos
producidos recombinantemente, anticuerpos multiespecificos (que incluyen anticuerpos biespecificos), anticuerpos
humanos, anticuerpos humanizados, anticuerpos quiméricos, intracuerpos, Fvs de cadena sencilla (scFv) (p. €j.,
incluyendo monoespecificos, biespecificos, etc.), anticuerpos camelizados, fragmentos Fab, fragmentos F(ab’), Fvs
ligados a disulfuro (sdFv), anticuerpos anti-idiotipicos (anti-Id) y fragmentos de unién a epitopo de cualquiera de los
anteriores. En particular, los anticuerpos incluyen moléculas de inmunoglobulina y porciones inmunolégicamente
activas de moléculas de inmunoglobulina, es decir, dominios 0 moléculas de unién a antigeno que contienen un sitio
de union a antigeno que se une especificamente a un antigeno de TGF (p. €j., una o mas regiones determinantes
de la complementariedad (CDR) de un anticuerpo anti-TGF). Los anticuerpos anti-TGFB pueden ser de cualquier
tipo (p. ej., 19G, IgE, IgM, IgD, IgA e IgY), de cualquier clase (p. ej., 1gG1, IgG2, 1gG3, 1gG4, IgA1 e IgA2) o de
cualquier subclase (p. €j., IgG2a e 1gG2b) de una molécula de inmunoglobulina. En determinadas realizaciones, los
anticuerpos anti-TGFB son humanizados, tal como anticuerpos anti-TGFB monoclonales humanizados. En otras
realizaciones, los anticuerpos anti-TGFB son completamente humanos, tal como anticuerpos anti-TGFB
monoclonales completamente humanos. En las realizaciones preferidas, los anticuerpos anti-TGFB son anticuerpos
IgG, tales como anticuerpos IgG4.

Los términos “composicion” y “formulacion” pretenden abarcar un producto que contenga ingredientes especificados
(p- €j., un anticuerpo anti-TGF), opcionalmente en cantidades especificadas, asi como cualquier producto que
proceda, directa o indirectamente, de la combinacién de ingredientes especificados, opcionalmente en cantidades
especificadas.

Los términos “regién constante” o “dominio constante” se refieren a una porcién carboxi terminal de la cadena ligera
y pesada que no esta implicado directamente en la union del anticuerpo con el antigeno, pero que exhibe varias
funciones efectoras, tal como la interaccién con el receptor Fc. Los términos se refieren a la porcién de una molécula
de inmunoglobulina que tiene una secuencia de aminoacidos méas conservada respecto a la otra porcién de la
inmunoglobulina, el dominio variable, que contiene el sitio de union a antigeno. EI dominio constante contiene los
dominios CH1, CH2 y CH3 de la cadena pesada, y el dominio CHL de la cadena ligera.

El término “epitopo” se refiere a una regién localizada sobre la superficie de un antigeno, tal como un polipéptido de
TGFB o un fragmento de polipéptido de TGFB, que es capaz de ligarse a una 0 mas regiones de unién de antigeno
de un anticuerpo, y que presenta actividad antigénica o inmunogénica en un animal, preferiblemente un mamifero, y
lo mas preferiblemente en un humano, que es capaz de provocar una respuesta inmune. Un epitopo que tiene
actividad inmunogénica es una porcion de un polipéptido que provoca una respuesta de anticuerpo en un animal. Un
epitopo que tiene actividad antigénica es una porcion de un polipéptido al cual se une especificamente un
anticuerpo, tal como se determina mediante cualquier método bien conocido en la técnica, por ejemplo, tal como un
inmunoensayo. Los epitopos antigénicos no necesitan ser inmunogénicos necesariamente. Los epitopos
normalmente constan de agrupamientos moleculares superficiales quimicamente activos, tal como aminoacidos o
cadenas laterales de azlcares, y tienen caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, asi como
caracteristicas de carga especificas. Una region de un polipéptido que contribuye a un epitopo puede ser
aminoacidos contiguos del polipéptido o el epitopo puede conformarse a partir de dos 0 mas regiones no contiguas
del polipéptido. El epitopo puede ser o no un rasgo superficial tridimensional del antigeno. En determinadas
realizaciones, un epitopo de TGFB es un rasgo superficial tridimensional de un polipéptido de TGFB (p. €j., en una
forma trimérica de un polipéptido de TGF). En otras realizaciones, un epitopo de TGF[ es una caracteristica lineal
de un polipéptido de TGFB (p. €j., en una forma dimérica o una forma monomérica del polipéptido de TGFpB). Los
anticuerpos anti-TGF pueden unirse especificamente a un epitopo de la forma monomérica del TGF, a un epitopo
de la forma dimérica del TGF, o a ambas, la forma monomeérica y la forma dimérica del TGF.

El término “excipientes” se refiere a sustancias inertes que se usan habitualmente como diluyente, vehiculo,
conservante, aglomerante, agente estabilizante, etc. para farmacos e incluyen, aunque sin limitacién, proteinas (p.
ej., albumina de suero, etc.), amino&cidos (p. €j., acido aspartico, acido glutamico, lisina, arginina, glicina, histidina,
etc.), acidos grasos y fosfolipidos (p. €j., alquil sulfonatos, caprilato, etc.), tensioactivos (p. ej., SDS, polisorbato,
tensioactivo no ionico, etc.), sacaridos (p. €j., sacarosa, maltosa, trehalosa, etc.) y polioles (p. ej., manitol, sorbitol,
etc.). Véase también “Remington’s Pharmaceutical Sciences” (1990) Mack Publishing Co., Easton, Pa.

En el contexto de un péptido o polipéptido, el término “fragmento” se refiere a un péptido o polipéptido que
comprende menos que la secuencia de aminoacidos completa. Dicho fragmento puede surgir, por ejemplo, de un
truncamiento en el extremo amino, un truncamiento en el extremo carboxi y/o una eliminacion interna de un
residuo(s) de la secuencia de aminodcidos. Los fragmentos pueden proceder, por ejemplo, de una divisién de ARN
alternativa o de actividad de proteasa in vivo. En determinadas realizaciones, los fragmentos de TGFf incluyen
polipéptidos que comprenden una secuencia de aminoacidos de al menos 50, al menos 100 residuos de aminoécido,
al menos 125 residuos de aminoacido contiguos, al menos 150 residuos de aminoacido contiguos, al menos 175
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residuos de aminoacido contiguos, al menos 200 residuos de aminoacido contiguos, o al menos 250 residuos de
aminoacido contiguos de la secuencia de amino&cidos de un polipéptido de TGFB. En una realizacion especifica, un
fragmento de un polipéptido de TGFB o un anticuerpo que se una especificamente a un antigeno de TGFp retiene al
menos 1, al menos 2 o al menos 3 funciones del polipéptido o anticuerpo de longitud completa.

Los términos “anticuerpo completamente humano” o “anticuerpo humano” se usan de forma intercambiable en la
presente memoria y se refieren a un anticuerpo que comprende una region variable humana y, los mas
preferiblemente una regién constante humana. En realizaciones especificas, los términos se refieren a un anticuerpo
que comprende una regidén variable y una regidon constante de origen humano. Los anticuerpos anti-TGF(
“completamente humanos”, en determinadas realizaciones, también pueden abarcar anticuerpos que se unen a
polipéptidos de TGFB y que estan codificados por secuencias de acido nucleico que son variantes somaticas que
existen de forma natural de una secuencia de acido nucleico de inmunoglobulina de linea germinal humana. En una
realizacién especifica, los anticuerpos anti-TGFB son anticuerpos completamente humanos. El término “anticuerpo
completamente humano” incluye anticuerpos que tienen regiones variables y constantes que corresponden a
secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana, tal como describen Kabat et al. (véase Kabat et al. (1991)
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 edicion, Departamento de Salud y Servicios Humanos de los
Estados Unidos, Publicacion NIH N® 91-3242). Los métodos para producir anticuerpos completamente humanos se
conocen en la técnica.

La frase “anticuerpo humano recombinante” incluye anticuerpos humanos que se preparan, se expresan, se crean o
se aislan con medios recombinantes, tal como anticuerpos expresados usando un vector de expresién recombinante
transfectado en una célula hospedante, anticuerpos aislados a partir de una biblioteca combinatoria de anticuerpos
humanos recombinantes, anticuerpos aislados de un animal (p. ej., un ratén o una vaca) que es transgénico y/o
transcromosomal para genes de inmunoglobulina humana (véase, p. €j., Taylor, L. D. et al. (1992) Nucl. Acids Res.
20: 6287-6295) o anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados mediante cualquier otro medio que
implique la division de secuencias génicas de inmunoglobulina humana en otras secuencias de ADN. Dichos
anticuerpos humanos recombinantes pueden presentar regiones variables y constantes derivadas de secuencias de
inmunoglobulina de linea germinal humana (véase Kabat, E. A. et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 52 edicion, Departamento de Salud y Servicios Humanos de los Estados Unidos, Publicacion NIH N2 91-
3242). En determinadas realizaciones, sin embargo, dichos anticuerpos humanos recombinantes son sometidos a
mutagénesis in vitro (o, cuando se usa un animal transgénico para secuencias de Ilg humana, mutagénesis somatica
in vivo) y por tanto las secuencias de aminodcidos de las regiones VH y VL de los anticuerpos recombinantes son
secuencias que, cuando se derivan y se relacionan con secuencias VH y VL de linea germinal humana, pueden no
existir de forma natural dentro del repertorio in vivo de linea germinal de anticuerpos humanos.

El término “cadena pesada”’ cuando se usa en referencia a un anticuerpo se refiere a cinco tipos distintos,
denominados alfa (a), delta (A), épsilon (), gamma (y) y mu (u), en base a la secuencia de aminoacidos del dominio
constante de la cadena pesada. Estos tipos distintos de cadenas pesadas son bien conocidos en la técnica y dan
lugar a cinco clases de anticuerpos, IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, respectivamente, que incluyen cuatro subclases de
IgG, a saber IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4. Preferiblemente, la cadena pesada es una cadena pesada humana.

Un anticuerpo “aislado” o “purificado” estd sustancialmente libre de material celular o de otras proteinas
contaminantes procedentes de la fuente celular o tisular de la cual deriva el anticuerpo, o esta sustancialmente libre
de precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se sintetiza quimicamente. La expresion
“sustancialmente libre de material celular” incluye preparaciones de un anticuerpo en las que el anticuerpo esta
separado de los componentes celulares de las células a partir de las cuales se aisla o se produce
recombinantemente. De este modo, un anticuerpo que estd sustancialmente libre de material celular incluye
preparaciones de anticuerpo que tienen menos de aproximadamente 30%, 20%, 10% & 5% (en peso seco) de
proteina heteréloga (también denominada en la presente memoria “proteina contaminante”). Cuando el anticuerpo
se produce recombinantemente, también esta preferiblemente sustancialmente libre de medio de cultivo, es decir, el
medio de cultivo representa menos de aproximadamente el 20%, 10% 6 5% del volumen de la preparacién de
proteina. Cuando el anticuerpo se produce mediante sintesis quimica, preferiblemente esta sustancialmente libre de
precursores quimicos u otros productos quimicos, es decir, estd separado de precursores quimicos u otros
productos quimicos que estan implicados en la sintesis de la proteina. Por consiguiente, dichas preparaciones del
anticuerpo tienen menos de aproximadamente 30%, 20%, 10%, 5% (en peso seco) de precursores 0 compuestos
quimicos diferentes al anticuerpo de interés. En una realizacion preferida, los anticuerpos anti-TGF son aislados o
purificados.

Los términos “numeracion de Kabat”, y términos similares, son reconocidos en la técnica y se refieren a un sistema
de numeracion de residuos de aminoacidos que son mas variables (es decir, hipervariable) que otros residuos de
aminoacido en las regiones variables de cadena pesada y ligera de un anticuerpo, o una porciéon de unién a antigeno
del mismo (Kabat et al. (1971) Ann. NY Acad. Sci. 190: 382-391 y Kabat et al. (1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 52 edicion, Departamento de Salud y Servicios Humanos de los Estados Unidos, Publicacion
NIH N¢ 91-3242). Para la regién variable de cadena pesada, la regién hipervariable habitualmente oscila entre las
posiciones de aminoacido 31 a 35 para la CDR1, las posiciones de aminoacido 50 a 65 para la CDR2, y las
posiciones de aminoacido 95 a 102 para la CDRS3. Para la region variable de cadena ligera, la region hipervariable
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habitualmente oscila entre las posiciones de aminoacido 24 a 34 para la CDR1, las posiciones de aminoacido 50 a
56 para la CDR2 y las posiciones de aminoacido 89 a 97 para la CDRS3.

El término “cadena ligera” cuando se usa en referencia a un anticuerpo se refiere a dos tipos distintos, denominados
kappa (k) y lambda (A), en base a la secuencia de aminoacidos de los dominios constantes. Las secuencias de
aminodcidos de la cadena ligera son bien conocidas en la técnica. En las realizaciones preferidas, la cadena ligera
es una cadena ligera humana.

Los términos “manejar”, “que maneja”’ y “manejo” se refieren a los efectos beneficiosos que un sujeto obtiene a partir
de una terapia (p. €j., un agente profilactico o terapéutico), que no da como resultado una cura de la enfermedad o
trastorno. En determinadas realizaciones, a un sujeto se le administra una o mas terapias (p. ej., agentes
profilacticos o terapéuticos) para “manejar” una enfermedad mediada por TGFB (p. €j., Ol), 0 uno 0 mas sintomas de
la misma, de tal modo que se previene la progresion o el empeoramiento de la enfermedad.

El término “anticuerpo monoclonal” se refiere a un anticuerpo obtenido de una poblacion de anticuerpos
homogéneos o sustancialmente homogéneos, y cada anticuerpo monoclonal reconocera tipicamente un Unico
epitopo sobre el antigeno. En las realizaciones preferidas, un “anticuerpo monoclonal” es un anticuerpo producido
por un unico hibridoma u otra célula. El término “monoclonal” no se limita a ningiin método particular para preparar el
anticuerpo. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales se pueden preparar mediante el método de hibridoma
descrito en Kohler et al.; Nature, 256: 495 (1975) o puede aislarse a partir de bibliotecas de fagos. En la técnica se
conocen bien otros métodos para la preparacion de lineas celulares clonales y anticuerpos monoclonales
expresados por las mismas (véase, por ejemplo, el Capitulo 11 de: Short Protocols in Molecular Biology, (2002) 52
edicion.; Ausubel et al., eds., John Wiley and Sons, Nueva York).

El término “farmacéuticamente aceptable” significa que esta aprobado por una agencia reguladora del gobierno
Federal o Estatal o que esta incluido en la lista de la Farmacopea de los EE.UU., la Farmacopea Europea u otras
Farmacopeas reconocidas de forma general para uso en animales, y mas particularmente en humanos.

La expresion “excipiente farmacéuticamente aceptable” significa cualquier sustancia inerte que se combina con una
molécula activa, tal como un anticuerpo monoclonal, para preparar una forma de dosis comoda y aceptable. El
“excipiente farmacéuticamente aceptable” es un excipiente que es no tdxico para los receptores en las dosis y
concentraciones empleadas, y es compatible con otros ingredientes de la formulacion que comprenden el anticuerpo
monoclonal.

Los términos “prevenir’, “que previene” y “prevencion” se refieren a la inhibiciéon total o parcial del desarrollo, la
recurrencia, la aparicion o la extension de una enfermedad mediada por TGF{ y/o los sintomas relacionados con la
misma, que resulta de la administracion de una terapia o combinacion de terapias proporcionadas en la presente
memoria (p. €j., una combinacion de agentes profilacticos o terapéuticos).

El término “antigeno de TGFB” se refiere a la porcion de un polipéptido de TGFp a la cual se une especificamente un
anticuerpo. Un antigeno de TGF( también se refiere a un anélogo o derivado de un polipéptido de TGFB o0 a un
fragmento del mismo al cual se une especificamente un anticuerpo. En algunas realizaciones, un antigeno de TGFf
es un antigeno de TGF monomérico o un antigeno de TGF[ dimérico. Una region de un polipéptido de TGFB que
contribuye a un epitopo puede estar constituida por aminoacidos contiguos del polipéptido, o el epitopo puede estar
constituido por dos o mas regiones no contiguas del polipéptido. El epitopo puede o no ser un rasgo superficial
tridimensional del antigeno. Una regién localizada sobre la superficie de un antigeno de TGF( que es capaz de
provocar una respuesta inmune es un epitopo de TGFB. El epitopo puede o no ser un rasgo superficial
tridimensional del antigeno. Tal como se usa en la presente memoria, un “analogo” del antigeno de TGFp se refiere
a un polipéptido que posee una funcion similar o idéntica a la de un polipéptido de TGFB, un fragmento de un
polipéptido de TGFB o un epitopo de TGF como el descrito en la presente memoria. Por ejemplo, el analogo puede
comprender una secuencia que es idéntica en al menos un 80%, al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un
95% o al menos un 99%, a la secuencia de aminoacidos de un polipéptido de TGFB (p. €j., la SEQ ID NO: 1, 2 6 3),
un fragmento de un polipéptido de TGFB, un epitopo de TGFB o un anticuerpo anti-TGFf como el descrito en la
presente memoria. Adicional o alternativamente, el polipéptido esta codificado por una secuencia de nucleétidos que
se hibrida en condiciones de severidad con una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de TGFf{, un
fragmento de un polipéptido de TGFB o un epitopo de TGF como el descrito en la presente memoria.

Los términos “TGFB humano”, “hTGFB” o “polipéptido hTGFR”, y términos similares, se refieren a los polipéptidos
(“polipéptidos”, “péptidos” y “proteinas” se usan de forma intercambiable en la presente memoria) que comprenden la
secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 1, 2 6 3, y polipéptidos relacionados, que incluyen las variantes SNP
de los mismos. Los polipéptidos relacionados incluyen variantes alélicas (p. €j., variantes SNP); variantes de division;
fragmentos; derivados; variantes de sustitucién, eliminacién e insercién; polipéptidos de fusién; y homoélogos
interespecies, preferiblemente que retengan la actividad de TGFB y/o sean suficientes para generar una respuesta
inmune anti-TGFB. También se contemplan formas solubles de TGFB que sean suficientes para generar una
respuesta inmunoldgica anti-TGFB. Como apreciaran los especialistas en la técnica, un anticuerpo anti-TGFB se
puede unir a un polipéptido, un fragmento de polipéptido, un antigeno y/o un epitopo de TGFf, ya que un epitopo es
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parte de un antigeno mas grande, que a su vez es parte del fragmento de polipéptido mas grande, que a su vez es
parte del polipéptido méas grande. EIl hTGFB puede existir en forma dimérica 0 monomérica.

Los términos “enfermedad mediada por TGFR” y “trastorno mediado por TGFB” se usan de forma intercambiable y se
refieren a cualquier enfermedad o trastorno que esté provocada completa o parcialmente o que sea el resultado de
TGFB, p. ej., hTGFB. En determinadas realizaciones, el TGFB se expresa de forma aberrante. En algunas
realizaciones, el TGF[3 puede estar regulado al alza de forma aberrante en un tipo celular particular. En otras
realizaciones, la unién de TGFB a un receptor de TGFB provoca una sefalizacion celular normal, aberrante o
excesiva. En determinadas realizaciones, el receptor de TGFp (p. €j., receptor de TGFB 1, 2 6 3), se expresa sobre
la superficie de una célula, tal como un osteoblasto, un osteoclasto o una célula estromal de médula 6sea. En
determinadas realizaciones, la enfermedad mediada por TGFf es una enfermedad ésea degenerativa, tal como la
osteogénesis imperfecta.

Las expresiones “se une especificamente” o “que se une especificamente” significan la unién especifica a un
antigeno o a un fragmento del mismo (p. ej., TGFB) y que no se une especificamente a otros antigenos. Un
anticuerpo que se une especificamente a un antigeno puede unirse a otros péptidos o polipéptidos con una menor
afinidad, tal como se determina, p. ej., mediante radioinmunoensayos (RIA), ensayos inmunosorbentes ligados a
enzima (ELISA), BIACORE, u otros ensayos conocidos en la técnica. En determinadas realizaciones, un anticuerpo
anti-TGF de la invencion se puede unir especificamente a TGFp (p. ej., hTGFB) con una afinidad de mas del doble
que un antigeno diferente, no TGFB. Los anticuerpos o variantes o fragmentos de los mismos que se unen
especificamente a un antigeno pueden reaccionar de forma cruzada con antigenos relacionados. Por ejemplo, en
determinadas realizaciones un anticuerpo anti-TGFB puede reaccionar de forma cruzada con hTGF@ y otro antigeno
de TGFB (p. €j., un anticuerpo de TGFB de roedor o de primate no humano). Preferiblemente, los anticuerpos o
variantes o fragmentos de los mismos que se unen especificamente a un antigeno no reaccionan de forma cruzada
con otros antigenos que no sean TGFB. Un anticuerpo o una variante o un fragmento del mismo que se unen
especificamente a un antigeno de TGFB pueden identificarse, por ejemplo, mediante inmunoensayos, BlAcore, u
otras técnicas conocidas por los especialistas en la técnica. Tipicamente, una reaccién especifica o selectiva sera al
menos el doble de la sefal de fondo o ruido, y mas tipicamente de mas de 10 veces el fondo. En algunas
realizaciones, la proteina o anticuerpo de unidén se unirdn a su antigeno, p. ej., TGFB, con una constante de
disociacién de entre 1x10° M y 1x10™". En otras realizaciones, la constante de disociaciéon se encuentra entre 1x10°®
My 1x108. Ver, p. €j., Paul, ed., 1989, Fundamental Immunology, segunda edicion, Raven Press, Nueva York, en
las paginas 332-336 para una discusion relativa a la especificidad de anticuerpos.

Los términos “sujeto” y “paciente” se usan de forma intercambiable. Tal como se usa en la presente memoria, un
sujeto es preferiblemente un mamifero, tal como un no primate (p. €j., vacas, cerdos, caballos, gatos, perros, ratas,
etc.) o un primate (p. ej., mono y humano), lo méas preferiblemente un humano. En una realizacion, el sujeto es un
mamifero, preferiblemente un humano, que padece una enfermedad mediada por TGFB. En otra realizacién, el
sujeto es un mamifero, preferiblemente un humano, que esta en riesgo de desarrollar

una enfermedad mediada por TGFp.

El término “agente terapéutico” se refiere a cualquier agente que pueda usarse en el tratamiento, manejo o alivio de
una enfermedad mediada por TGFB y/o un sintoma relacionado con la misma. En determinadas realizaciones, el
término “agente terapéutico” se refiere a un anticuerpo de TGFB. En otras determinadas realizaciones, el término
“agente terapéutico” se refiere a un agente diferente de un anticuerpo de TGFf. Preferiblemente, un agente
terapéutico es un agente que se conoce por ser Util, 0 que ha sido usado, o esta siendo usado actualmente para el
tratamiento, el manejo o el alivio de una enfermedad mediada por TGF, o uno 0 méas de los sintomas relacionados
con la misma.

El término “terapia” se refiere a cualquier protocolo, método y/o agente que pueda usarse en la prevencion, el
manejo, el tratamiento y/o el alivio de una enfermedad mediada por TGFp (p.ej, Ol). En determinadas realizaciones,
los términos “terapias” y “terapia” se refieren a una terapia bioldgica, una terapia de apoyo y/u otras terapias Utiles
para la prevencién, el manejo y el tratamiento y/o alivio de una enfermedad mediada por TGFB conocida por los
especialistas en la técnica, tal como el personal médico.

Los términos “tratar”, “tratamiento” y “que trata” se refieren a la reduccién o el alivio de la progresion, la gravedad y/o
la duracion de una enfermedad mediada por TGFB (p. €j., Ol) que es el resultado de la administracion de una o mas
terapias (que incluyen, aunque sin limitacion, la administracion de uno o mas agentes profilacticos o terapéuticos).
En realizaciones especificas, dichos términos se refieren a la reduccién o la inhibicion de la unién de TGFB a un
receptor de TGFB, la reducciéon o la inhibicion de la produccién o la secrecién de TGFB desde una célula que
expresa un receptor de TGFB de un sujeto, la reduccién o la inhibicion de la produccion o la secrecién de TGFf
desde una célula que no expresa un receptor de TGF de un sujeto, y/o la inhibicién o la reduccion de uno o mas
sintomas asociados a una enfermedad mediada por TGF, tal como la Ol.

Los términos “regién variable” o “dominio variable” se refieren a una porcién de las cadenas ligeras y pesadas,
tipicamente de forma aproximada los 120 a 130 aminodcidos amino-terminales de la cadena pesada y
aproximadamente los 100 a 110 aminoéacidos de la cadena ligera, que difieren extensivamente en secuencia entre
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los anticuerpos y que se usan en la unién y la especificidad de cada anticuerpo particular con su antigeno particular.
La variabilidad de secuencia se concentra en las regiones denominadas regiones determinantes de la
complementariedad (CDR), mientras que las regiones mas altamente conservadas del dominio variable se
denominan regiones estructurales (FR, del inglés “framework regions”). Las CDR de las cadenas ligera y pesada son
principalmente responsables de la interaccion del anticuerpo con el antigeno. La numeracion de las posiciones de
aminoacido es acorde al Indice EU, tal como en Kabat et al. (1991) Sequences of proteins of immunological interest.
(Departamento de Salud y Servicios Humanos de los EE.UU., Washington D.C.), 52 edicion (“Kabat et al.”). En las
realizaciones preferidas, la regién variable es una region variable humana.

B. Osteogénesis Imperfecta (Ol)

La Ol abarca un grupo de trastornos 6seos congénitos que se caracterizan por deficiencias en una o mas proteinas
implicadas en la deposicién de matriz ésea u homeostasis. Existen ocho tipos de Ol que se definen por su mutacion
genética especifica, y por la deficiencia proteinica y el fenotipo resultantes en el individuo afectado. Aunque los
fenotipos varian entre los tipos de Ol, los sintomas comunes incluyen una osificacién incompleta de huesos y
dientes, una masa 6sea reducida, huesos fragiles y fracturas patoldgicas.

El colageno de tipo-I es una de las proteinas de tejido conectivo mas abundantes tanto en tejidos calcificados como
no calcificados. Una sintesis precisa, la modificacién post-traduccional y la secrecién de colageno de tipo-I son
necesarias para un correcto desarrollo, mantenimiento y reparacién del tejido. La mayoria de las mutaciones
identificadas en individuos con Ol dan como resultado una reduccién de la sintesis de colageno de tipo-l, o una
sintesis y/o procesado incorrectos del colageno de tipo .

Ademas de las mutaciones del gen de colageno de tipo I, se han identificado otras mutaciones en genes que
participan en el trafico intracelular y el procesado de colagenos en individuos afectados por OIl. Dichos genes
incluyen chaperonas moleculares, tales como la proteina 10 de uniéon a FK506 (FKBP10) y la proteina 47 de choque
térmico (HSP47) (Alanay et al., 2010; Christiansen et al., 2010; Kelley et al., 2011). Se han identificado otras
mutaciones adicionales en genes reticulantes de colageno intermolecular, tales como la procolageno-lisina, la 2-
oxoglutarato 5-dioxigenasa 2 (PLOD2), y en miembros de la familia de genes de colageno prolil hidroxilasa, que
incluyen proteoglicano enriquecido en leucina prolina (leprecan) (LEPRE1), peptidilpropil isomerasa B (ciclofilina B)
(CYPB), y proteina asociada a cartilago (CRTAP) (Morello et al., 2006; Cabral et al., 2007; Baldridge et al., 2008; van
Dijk et al., 2009; Choi et al., 2009; Barnes et al., 2010; Pyott et al., 2011). Aparte de las mutaciones, se cree que
proteinas tales como la proteina morfogenética 6sea (BMP) y el factor de crecimiento transformante g (TGFB) y sus
respectivos receptores, participan en los diversos fenotipos de Ol, aunque se desconocen los mecanismos exactos
de sus acciones (Gebken et al., 2000).

En una realizacion, la expresién de TGFf esta regulada por moléculas que se unen a colageno de tipo | y de tipo II.
En determinadas realizaciones, un proteoglicano rico en leucina pequefio (SLRP) regula la expresion de TGFB. En
una realizacién especifica, la decorina regula la sintesis de TGFB. En una realizacién determinada, la decorina no se
une a colageno de tipo | o tipo I, en los que el sitio de 3-hidroxiprolina esta ausente en la posicion 986 de las
moléculas de colageno de tipo | y/o de tipo Il.

C. Biologia 6sea

El esqueleto vertebrado estd compuesto de hueso, que es un tejido vivo calcificado que proporciona estructura,
soporte, proteccion y una fuente de minerales para regular el transporte de iones. El hueso es un tejido conectivo
especializado que esta compuesto por componentes tanto celulares como acelulares. La matriz extracelular (ECM)
acelular contiene tanto proteinas de colageno como proteinas de no colageno, las cuales participan ambas en el
proceso de calcificacion. Una ECM correctamente secretada y alineada es critica para la formacion adecuada del
hueso. Las patologias aparecen cuando cualquiera de las proteinas de ECM estd ausente, malformada o
desalineada, tal como se evidencia en la osteogénesis imperfecta.

El término “hueso cortical” o “hueso compacto” se refiere a la capa exterior del hueso, que es densa, rigida y
resistente. El término “hueso trabecular” o “hueso canceloso” es la capa esponjosa del interior del hueso, que es
mas ligera y menos densa que el hueso cortical. El término “trabécula” se refiere a la unidad estructural microscépica
del hueso esponjoso, que es una forma de tipo varilla y composicién colagenosa.

El hueso es un tejido dinamico que esta sometido a una remodelacion constante. El término “osteoblasto” se refiere
a una célula formadora de hueso terminalmente diferenciada que deposita osteoides. El término “osteoide” se refiere
a hueso inmaduro no mineralizado que estad compuesto principalmente por colageno de tipo I. El término “pre-
osteoblasto” se refiere a un osteoblasto inmaduro en proliferacion que no esta totalmente diferenciado. El término
“osteoprogenitor” se refiere a una célula pluripotente que da lugar a varios tipos de células estromales, incluyendo
los osteoblastos. Las células osteoprogenitoras, que habitualmente se denominan “células madre mesenquimales”,
aparecen en la médula 6sea y pueden aislarse en nimero pequefio a partir del torrente sanguineo. El término
“osteoclasto” se refiere a una célula de resorcion de hueso terminalmente diferenciada que desciende de un
monocito de médula 6sea. Los osteoclastos se pueden identificar por su expresion de fosfatasa acida resistente a
tartrato (TRAP).
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En condiciones homeostaticas normales, los osteoblastos y los osteoclastos trabajan al unisono para mantener la
integridad dsea. Las patologias aparecen cuando la deposicién 6sea y la resorcion 6sea se desacoplan. Por
ejemplo, la osteopetrosis es una enfermedad 6sea que se caracteriza por un hueso indebidamente denso y duro que
es el resultado de osteoclastos que no resorben, mientras que la osteoporosis es un trastorno éseo que se
caracteriza por huesos porosos y fragiles que pueden proceder de un aumento de la actividad de osteoclastos. La
evidencia sugiere que la actividad de osteoclastos puede verse incrementada en la osteogénesis imperfecta,
implicando a este tipo de células como diana potencial para la intervencion terapéutica. La presente descripcion
incluye métodos para inhibir los osteoclastos con un anticuerpo de TGFp.

Se pueden usar varios métodos para medir y caracterizar la estructura, densidad y calidad del hueso, que incluyen la
histologia y la histomorfometria, la microscopia de fuerza atémica, la microscopia confocal de Raman, la
nanoindentacion, el test de torsién de tres puntos, imagenes de rayos X y tomografia microcomputerizada (u-CT). En
un ejemplo de realizacion, los huesos se miden y se caracterizan mediante al menos uno de estos métodos.

El término “densidad de volumen 6seo” se refiere a la fraccion de un volumen dado de hueso (volumen total o TV)
que estda compuesta de materia calcificada (volumen 6seo o BV). Por tanto, la densidad de volumen éseo se calcula
como BV/TV y se presenta como un porcentaje. El término “superficie 6sea especifica” se refiere a la superficie 6sea
total (BS) para un volumen dado de hueso. Por tanto, la superficie ésea especifica se calcula como BS/TV. Otras
medidas 6seas habituales incluyen: area 6sea (B.Ar), nimero trabecular (Tb.N); espaciado trabecular (Tb.Sp); N.Oc
(numero de osteoclasto); Oc.S (area superficial de osteoclasto); Oc.S/BS; niumero de osteoblasto (N.Ob), area
superficial de osteoblasto (Ob.S), perimetro de osteoblasto (Ob.Pm), y derivados de cualquiera de las medidas
mencionadas. Un mayor Oc.S/BS es un indicador de un aumento de la resorcion ésea por osteoclastos.

D. Factor de crecimiento transformante beta (TGFf)

Los TGFB son citocinas multifuncionales que estan implicadas en la proliferacién y diferenciacién celular, en el
desarrollo embrionario, en la formaciéon de matriz extracelular, en el desarrollo éseo, en la curacién de heridas, en la
hematopoiesis y en las respuestas inmunes e inflamatorias (Roberts et al., 1981; Border et al., 1995a). La proteina
de TGFB secretada se divide en un péptido asociado a latencia (LAP) y un péptido de TGFB maduro, y se encuentra
en formas latentes y activas. El péptido de TGFB maduro forma tanto homodimeros como heterodimeros con otros
miembros de la familia de TGFB. El TGFB se puede purificar a partir de cualquier fuente natural, o puede producirse
sintéticamente (p. ej., mediante el uso de tecnologia de ADN recombinante). Preferiblemente, la molécula de TGFf
procede de un humano, lo que se conoce en la presente memoria como “hTGF”.

Existen tres isoformas de TGFB humano: TGFR1, TGFB2 y TGFB3 (nimeros de acceso Swiss Prot P01137, P08112
y P10600, respectivamente) que, en su estado biolégicamente activo, son homodimeros de 25 kDa que comprenden
dos mondmeros de 112 aminodcidos unidos por un puente de disulfuro inter-cadena. El TGFB1 difiere del TGFB2 en
27 cambios de aminoacidos principalmente conservativos, y del TGFB3 en 22. Estas diferencias han sido mapeadas
sobre la estructura 3D del TGFB determinada mediante cristalografia de rayos X (Schlunegger et al., 1992; Peer et
al., 1996) y se han definido las regiones de unién a receptor (Griffith et al., 1996; Qian et al., 1996).

hTGFB1 (SEQ ID NO: 1)

MPPSGLRLLL LLLPLLWLLV LTPGRPAAGL STCKTIDMEL VKRKRIEAIR GQILSKLRLA 60
SPPSQGEVPP GPLPEAVLAL YNSTRDRVAG ESAEPEPEPE ADYYAKEVTR VLMVETHNEI 120
YDKFKQSTHS IYMFFNTSEL REAVPEPVLL SRAELRLLRL KLKVEQHVEL YQKYSNNSWR 180
YLSNRLLAPS DSPEWLSFDV TGVVRQWLSR GGEIEGFRLS AHCSCDSRDN TLQVDINGFT 240
TGRRGDLATI HGMNRPFLLL MATPLERAQH LQSSRHRRAL DTNYCFSSTE KNCCVRQLYI 300
DFRKDLGWKW IHEPKGYHAN FCLGPCPYIW SLDTQYSKVL ALYNQHNPGA SAAPCCVPQA 360
LEPLPIVYYV GRKPKVEQLS NMIVRSCKCS 390 (SEQ ID NO: 1)

hTGFB2 (SEQ ID NO: 2)

MHYCVLSAFL ILHLVTVALS LSTCSTLDMD QFMRKRIEAI RGQILSKLKL TSPPEDYPEP 60
EEVPPEVISI YNSTRDLLQE KASRRAAACE RERSDEEYYA KEVYKIDMPP FFPSENAIPP 120
TFYRPYFRIV RFDVSAMEKN ASNLVKAEFR VFRLQNPKAR VPEQRIELYQ ILKSKDLTSP 180
TQRYIDSKVV KTRAEGEWLS FDVTDAVHEW LHHKDRNLGF KISLHCPCCT FVPSNNYIIP 240
NKSEELEARF AGIDGTSTYT SGDQKTIKST RKKNSGKTPH LLLMLLPSYR LESQQTNRRK 300
KRALDAAYCF RNVQDNCCLR PLYIDFKRDL GWKWIHEPKG YNANFCAGAC PYLWSSDTQH 360
SRVLSLYNTI NPEASASPCC VSQDLEPLTI LYYIGKTPKI EQLSNMIVKS CKCS 414 (SEQ ID NO: 2)

hTGFB3 (SEQ ID NO: 3)

MKMHLQRALYV VLALLNFATV SLSLSTCTTL DFGHIKKKRV EAIRGQILSK LRLTSPPEPT 60
VMTHVPYQVL ALYNSTRELL EEMHGEREEG CTQENTESEY YAKEIHKFDM IQGLAEHNEL 120
AVCPKGITSK VFRFNVSSVE KNRTNLFRAE FRVLRVPNPS SKRNEQRIEL FQILRPDEHI 180
AKQRYIGGKN LPTRGTAEWL SFDVTDTVRE WLLRRESNLG LEISIHCPCH TFQPNGDILE 240
NIHEVMEIKF KGVDNEDDHG RGDLGRLKKQ KDHHNPHLIL MMIPPHRLDN PGQGGQRKKR 300
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ALDTNYCFRN LEENCCVRPL YIDFRQDLGW KWVHEPKGYY ANFCSGPCPY LRSADTTHST 360
VLGLYNTLNP EASASPCCVP QDLEPLTILY YVGRTPKVEQ LSNMVVKSCK CS 412 (SEQ ID NO: 3)

Existen tres receptores de TGFB en humanos, receptor de TGFB 1, 2 y 3, que pueden distinguirse por sus
propiedades estructurales y funcionales, que incluyen la afinidad por los miembros de la familia de proteinas TGF.
La unién de una proteina de TGFB a un complejo receptor transmembrana de TGFf homodimérico o heterodimérico
activa el mecanismos de sefalizacion de TGFf canénico mediado por proteinas SMAD intracelulares.

La desregulacién de TGFB conduce a procesos patolégicos que, en humanos, han sido implicados en numerosas
afecciones, tales como defectos de nacimiento, cancer, enfermedades autoinmunes inflamatorias crénicas y
enfermedades fibréticas (Border et al., 1994; Border et al., 1995b).

Los TGFB humanos son muy similares a los TGFB de ratén: el TGFB1 humano solo tiene una diferencia de
aminodcido respecto al TGFB1 de raton; el TGFB2 humano solo tiene tres diferencias de aminoéacido respecto al
TGFB2 de ratén; y el TGFB3 humano es idéntico al TGFR3 de ratén.

E. Moléculas que se unen a factor de crecimiento transformante beta (TGFf)

La presente divulgacion incluye métodos que comprenden administrar a un sujeto una molécula que se une a TGFp.
El ligando de TGFB puede ser cualquier molécula de unién, tal como un anticuerpo, una proteina de fusion (p. €j.,
una inmunoadhesina), un siARN, un &cido nucleico, un aptamero, una proteina 0 un compuesto organico de
molécula pequena.

En determinadas realizaciones, la invencion incluye un anticuerpo que se une a TGFB (un anticuerpo anti-TGF), o
una variante del mismo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo. Los anticuerpos anti-TGFB se unen
especificamente a una proteina, un fragmento de polipéptido o un epitopo de TGFB. La molécula que se une a TGFf
puede proceder de cualquier especie.

En determinados ejemplos de realizaciones, el anticuerpo que se une a TGFB es un anticuerpo humanizado, un
anticuerpo completamente humano, o una variante del mismo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo. Los
anticuerpos anti-TGFf preferidos previenen la unién de TGF con sus receptores e inhiben la actividad biologica de
TGFB (p. €j., la senalizacion SMAD intracelular mediada por receptor de TGFp y la actividad celular resultante).

En determinadas realizaciones, el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, es Lerdelimumab (CAT-
152), Metelimumab (CAT-192), Fresolimumab (GC-1008), LY2382770, STX-100 6 IMC-TR1.

En determinadas realizaciones especificas, el anticuerpo que se une a TGFB comprende una region variable de
cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de aminoacidos de una cualquiera, 0 mas, de las siguientes
regiones determinantes de la complementariedad (CDR):

HCDR1 — SNVIS (SEQ ID NO: 4);
HCDR2 — GVIPIVDIANYAQRFKG (SEQ ID NO: 5); 0
HCDR3 — TLGLVLDAMDY (SEQ ID NO: 6).

En otras realizaciones especificas, el anticuerpo que se une a TFGB comprende una regiéon variable de cadena
ligera (VL) que comprende la secuencia de aminoacidos de una cualquiera, o mas, de las siguientes regiones
determinantes de la complementariedad (CDR):

LCDR1 — RASQSLGSSYLA (SEQ ID NO: 7);
LCDR2 — GASSRAP (SEQ ID NO: 8); 0
LCDR3 — QQYADSPIT (SEQ ID NO: 9).

En una realizacion especifica, el anticuerpo que se une a TGFB comprende una regién variable de cadena pesada
(VH) que comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 4,5y 6.

En otra realizacién especifica, el anticuerpo que se une a TGFB comprende una region variable de cadena ligera
(VL) que comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 7,8y 9.

En mas realizaciones especificas, el anticuerpo que se une a TGFB comprende una region variable de cadena
pesada que comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 4, 5y 6; y una region variable de cadena
ligera que comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 7, 8 y 9.

En una realizacion especifica, el anticuerpo que se une a TGFB comprende una regién variable de cadena pesada
que comprende la secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 10:

QVQLVQSGAE VKKPGSSVKV SCKASGYTFS SNVISWVRQA PGQGLEWMGG VIPIVDIANY AQRFKGRVTI
TADESTSTTY MELSSLRSED TAVYYCASTL GLVLDAMDYW GQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 10).
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En otra realizacion especifica, el anticuerpo que se une a TGFf comprende una regién variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 11:

ETVLTQSPGT LSLSPGERAT LSCRASQSLG SSYLAWYQQK PGQAPRLLIY GASSRAPGIP DRFSGSGSGT
DFTLTISRLE PEDFAVYYCQ QYADSPITFG QGTRLEIK (SEQ ID NO: 11).

En realizaciones mas especificas, el anticuerpo que se une a TGFB comprende una region variable de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 10; y una regién variable de cadena ligera
que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 11.

En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a TGFB comprende ademas una region constante, p. ej., una
region constante de IgG humana. En algunas realizaciones, la region constante es una region constante de IgG4
humana. En realizaciones adicionales, la region constante es una region constante de IgG4 humana modificada.
Preferiblemente, la regién constante de IgG4 comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 12:

ASTKGPSVFP LAPCSRSTSE STAALGCLVK DYFPEPVTVS WNSGALTSGV HTFPAVLQSS GLYSLSSVVT
VPSSSLGTKT YTCNVDHKPS NTKVDKRVES KYGPPCPSCP APEFLGGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT
CVVVDVSQED PEVQFNWYVD GVEVHNAKTK PREEQFNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKGLPS
SIEKTISKAK GQPREPQVYT LPPSQEEMTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDS
DGSFFLYSRL TVDKSRWQEG NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSLGK (SEQ ID NO: 12).

En otras realizaciones, la region constante es una region constante Ck humana. Preferiblemente, la regién constante
Ck comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 13:

RTVAAPSVFI FPPSDEQLKS GTASVVCLLN NFYPREAKVQ WKVDNALQSG NSQESVTEQD SKDSTYSLSS
TLTLSKADYE KHKVYACEVT HQGLSSPVTK SFNRGEC (SEQ ID NO: 13).

En realizaciones especificas, el anticuerpo que se une a TGF comprende una cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 14:

QVQLVQSGAE VKKPGSSVKV SCKASGYTFS SNVISWVRQA PGQGLEWMGG VIPIVDIANY AQRFKGRVTI
TADESTSTTY MELSSLRSED TAVYYCASTL GLVLDAMDYW GQGTLVTVSS ASTKGPSVFP LAPCSRSTSE
STAALGCLVK DYFPEPVTVS WNSGALTSGV HTFPAVLQSS GLYSLSSVVT VPSSSLGTKT YTCNVDHKPS
NTKVDKRVES KYGPPCPSCP APEFLGGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSQED PEVQFNWYVD
GVEVHNAKTK PREEQFNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKGLPS SIEKTISKAK GQPREPQVYT
LPPSQEEMTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDS DGSFFLYSRL TVDKSRWQEG
NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSLGK (SEQ ID NO: 14).

Posiciones 1-120: region variable de la cadena pesada (VH). Las CDR (regiones determinantes de
la complementariedad, segun la definicién de Kabat) estan subrayadas.

Posiciones 121-447: region constante de IgG4 humana (SwissProt IGHG4_HUMAN).

En otras realizaciones, el anticuerpo que se une a TGFf comprende una cadena ligera que comprende la secuencia
de aminoécidos de la SEQ ID NO: 15:

ETVLTQSPGT LSLSPGERAT LSCRASQSLG SSYLAWYQQK PGQAPRLLIY GASSRAPGIP DRFSGSGSGT
DFTLTISRLE PEDFAVYYCQ QYADSPITFG QGTRLEIKRT VAAPSVFIFP PSDEQLKSGT ASVVCLLNNF
YPREAKVQWK VDNALQSGNS QESVTEQDSK DSTYSLSSTL TLSKADYEKH KVYACEVTHQ GLSSPVTKSF
NRGEC (SEQ ID NO: 15).

Posiciones 1-108: regién variable de la cadena ligera (VL). Las CDR (regiones determinantes de la
complementariedad, segun la definicion de Kabat) estan subrayadas.

Posiciones 109-215: region constante de Ck humana.

En otras realizaciones, el anticuerpo que se une a TGFB comprende una cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 14, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 15.

En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a TGFpB es expresado por una célula hospedante como que
comprende secuencias lider. La secuencia lider preferiblemente comprende una secuencia de aminoacidos de entre
1 y 30 aminoacidos de longitud, mas preferiblemente de 25-25 aminoacidos, y lo mas preferiblemente de 19
aminoacidos. La cadena pesada, la cadena ligera, o ambas, la cadena pesada y la cadena ligera, pueden
comprender una secuencia lider.

Por ejemplo, la secuencia lider de cadena ligera o pesada puede comprender la secuencia de aminodacidos de la
SEQ ID NO: 16: MGWSCIILFL VATATGVHS (SEQ ID NO: 16). Por consiguiente, una célula hospedante que
expresa una cadena pesada sin procesar puede comprender la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 17:
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MGWSCIILFL VATATGVHSQ VQLVQSGAEV KKPGSSVKVS CKASGYTFSS 50
NVISWVRQAP GQGLEWMGGV IPIVDIANYA QRFKGRVTIT ADESTSTTYM 100
ELSSLRSEDT AVYYCASTLG LVLDAMDYWG QGTLVTVSSA STKGPSVFPL 150
APCSRSTSES TAALGCLVKD YFPEPVTVSW NSGALTSGVH TFPAVLQSSG 200
LYSLSSVVTV PSSSLGTKTY TCNVDHKPSN TKVDKRVESK YGPPCPSCPA 250
PEFLGGPSVF LFPPKPKDTL MISRTPEVTC VVVDVSQEDP EVQFNWYVDG 300
VEVHNAKTKP REEQFNSTYR VVSVLTVLHQ DWLNGKEYKC KVSNKGLPSS 350
IEKTISKAKG QPREPQVYTL PPSQEEMTKN QVSLTCLVKG FYPSDIAVEW 400
ESNGQPENNY KTTPPVLDSD GSFFLYSRLT VDKSRWQEGN VFSCSVMHEA 450
LHNHYTQKSL SLSLGK 466 (SEQ ID NO: 17).

donde

Posiciones 1-19: secuencia lider.

Posiciones 20-139: region variable de la cadena pesada (VH). Las CDR (regiones determinantes de
la complementariedad, segun la definicion de Kabat) estan subrayadas.

Posiciones 140-466: regiéon constante de IgG4 humana (SwissProt IGHG4_HUMAN).

En otros ejemplos de realizaciones, una célula hospedante que expresa una cadena ligera no procesada puede
comprender el aminoacido de la SEQ ID NO: 18:

MGWSCIILFL VATATGVHSE TVLTQSPGTL SLSPGERATL SCRASQSLGS 50
SYLAWYQQKP GQAPRLLIYG ASSRAPGIPD RFSGSGSGTD

FTLTISRLEP 100

EDFAVYYCQQ YADSPITFGQ GTRLEIKRTV AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA 150
SVVCLLNNFY PREAKVQWKY DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT 200
LSKADYEKHK VYACEVTHQG LSSPVTKSFN RGEC 234 (SEQ ID NO: 18).

donde

Posiciones 1-19: secuencia lider.

Posiciones 20-127: region variable de la cadena ligera (VL). Las CDR (regiones determinantes de la
complementariedad, segun la definicion de Kabat) estan subrayadas.

Posiciones 128-234: region constante de Ck humana.

En una realizacion ejemplar de la invencion, el anticuerpo que se une a TGFB es un anticuerpo humanizado o
completamente humano. Los ejemplos de isotipos de anticuerpo humanizado y completamente humano incluyen
IgA, IgD, IgE, IgG e IgM. Preferiblemente, el anticuerpo anti-TGF@ es un anticuerpo IgG. Existen cuatro formas de
IgG. Preferiblemente, el anticuerpo anti-TGFB es un anticuerpo 1gG4. En una realizacion de la invencion, el
anticuerpo anti-TGFB es un anticuerpo 1gG4 humanizado. En otra realizacion de la invencion, el anticuerpo anti-
TGFB es un anticuerpo IlgG4 completamente humano.

En la realizacién méas preferida de la invencion, el anticuerpo anti-TGFB es un anticuerpo anti-TGFB 1gG4 que
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 14 y una cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 15. En una realizacion mas preferida
alternativa de la invencion, el anticuerpo anti-TGFB es un anticuerpo anti-TGF( 1gG4 que comprende una region
variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera, comprendiendo la regién variable de cadena
pesada 3 regiones determinantes de la complementariedad (CDR) que comprenden las secuencias de aminoacidos
de las SEQ ID NOs: 4, 5y 6, y la region variable de la cadena ligera que comprende 3 CDR que comprenden las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NOs: 7, 8 y 9. La identificacion, el aislamiento, la preparacion y la
caracterizacion de anticuerpos anti-TGFB, que incluyen el anticuerpo anti-TGFf que comprende una secuencia de
aminoacidos de cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 14 y una secuencia de aminoacidos de cadena
ligera que comprende la SEQ ID NO: 15, y las secuencias CDR correspondientes a las SEQ ID NO: 4-9, han sido
descritos con detalle en la Patente de los EE.UU. n® 7.723.486, y en la Patente de los EE.UU. n® 8.383.780.

De acuerdo con la invencion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo es “panespecifico” y se une a
TGFB1, TGFR2 y TGFB3 humanos y actla como un antagonista. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo se unen a TGFB1, TGFBR2 y TGFB3 humanos, y neutraliza TGFR1, TGFR2 y TGFBR3 humanos. Los ejemplos
de anticuerpos monoclonales (mAbs) anti-TGFB panespecificos adecuados para uso en los métodos de la invencion
se describen en las Patentes de EE.UU. n? 7.723.476 y 8.383.780.

El 1D11.16 es un ejemplo de anticuerpo anti-TGFB panespecifico murino que neutraliza TGFB1, TGFp2 y TGFB3 de

humano y de ratén en un amplio rango de ensayos in vitro (Dasch et al., 1989; Dasch et al., 1996; R&D System, hoja
de producto para MAB1835) y es eficaz en estudios de prueba de principios en modelos animales de fibrosis (Ling et
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al., 2003; Miyajima et al., 2000; Schneider et al., 1999; Khanna et al., 1999; Shenkar et al., 1994). Sin embargo,
puesto que el 1D11.16 es un anticuerpo monoclonal murino (Dasch et al., 1989, Dasch et al., 1996) no es uno
preferido para uso terapéutico en humanos. Por consiguiente, en determinadas realizaciones, se emplean variantes
o derivados del anticuerpo 1D11.16 en los métodos de la invencién.

Tal como se ha indicado antes, determinadas realizaciones de la invencion también incluyen variantes o derivados
de anticuerpos anti-TGF. Especificamente, la invencion puede incluir variantes del anticuerpo anti-TGFB que es un
anticuerpo anti-TGFB |gG4 que comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 14, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 15. En otra
realizacién, la invencion incluye variantes o derivados del anticuerpo 1D11.16. Las variantes de anticuerpos anti-
TGFB pueden presentar propiedades fisicoquimicas similares en base a su elevada similitud, y por tanto también se
incluyen dentro del alcance de la invencion. Las variantes se definen como anticuerpos con una secuencia de
aminodcidos que es homéloga en al menos un 80%, al menos un 90%, al menos un 95% o al menos un 97%, p. €j.,
al menos un 98% o un 99%, a un anticuerpo anti-TGF descrito en la presente memoria, y capaz de competir por la
unién a un polipéptido de TGFf, un fragmento de polipéptido de TGF o un epitopo de TGFp. Preferiblemente, las
variantes aliviaran, neutralizaran o si no inhibiran la unién de TGFB con sus receptores y la actividad biol6gica del
TGFB (p. €j., la sefnalizacién SMAD intracelular mediada por receptor de TGF( y la actividad celular resultante). La
determinacion de la competencia por la unién a la diana se puede realizar empleando métodos rutinarios conocidos
por los especialistas en la técnica. Preferiblemente, las variantes son anticuerpos humanos, y preferiblemente son
moléculas de IgG4. En las realizaciones preferidas, una variante es idéntica en al menos un 90%, un 95%, un 96%,
un 97%, un 98% 6 un 99% en secuencia de aminodcidos con respecto al anticuerpo anti-TGFB IgG4 que comprende
una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 14, y una cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 15. El término “variante” se refiere a un anticuerpo que
comprende una secuencia de aminoacidos que esta alterada en uno o mas aminoacidos en comparacion con las
secuencias de aminodcidos del anticuerpo anti-TGFB. La variante puede tener modificaciones de secuencia
conservativas, que incluyen sustituciones, modificaciones, adiciones y eliminaciones de aminoacidos.

Los ejemplos de modificaciones incluyen, aunque sin limitacion, glicosilacion, acetilacion, pegilacion, fosforilacion,
amidacion, derivatizacién con grupos protectores/bloqueantes conocidos, ruptura proteolitica, y enlace a un ligando
celular u otra proteina. Se pueden introducir modificaciones de aminoacidos mediante técnicas estandar conocidas
en la técnica, tales como mutagénesis dirigida al sitio, clonacion molecular, mutagénesis dirigida a oligonucledtidos y
mutagénesis mediada por PCR aleatoria en los acidos nucleicos que codifican los anticuerpos. Las sustituciones de
aminoacidos conservativas incluyen aquellas en las que el residuo de aminoacido es reemplazado con un residuo de
aminoacido que tiene propiedades estructurales o quimicas similares. Las familias de residuos de aminoacidos que
tienen cadenas laterales similares han sido definidas en la técnica. Dichas familias incluyen aminoécidos con
cadenas laterales basicas (p. €j., lisina, arginina, histidina), cadenas laterales &cidas (p. €j., acido aspartico, acido
glutdmico), cadenas laterales polares sin carga (p. ej., asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina,
triptéfano), cadenas laterales no polares (p. €j., glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina,
metionina), cadenas laterales beta-ramificadas (p. ej., treonina, valina, isoleucina), y cadenas laterales aromaticas (p.
ej., tirosina, fenilalanina, triptéfano). Sera evidente para el especialista en la técnica que también se pueden emplear
otras clasificaciones de familias de residuos de aminodcidos diferentes a la mencionada. Adicionalmente, una
variante puede tener sustituciones de aminoacidos no conservativas, p. €j., el reemplazamiento de un aminoacido
con un residuo de aminoacido que tenga diferentes propiedades estructurales o quimicas. Variaciones menores
similares también pueden incluir eliminaciones o inserciones de aminodcidos, o ambas. Mediante el uso de
programas de ordenador bien conocidos en la técnica se puede obtener una guia para determinar qué residuos de
aminoacidos se pueden sustituir, modificar, insertar o eliminar sin suprimir la actividad inmunoldgica. Se pueden usar
algoritmos de ordenador tales como, entre otros, Gap o Bestfit, que son conocidos por los especialistas en la
técnica, para alinear de forma éptima secuencias de aminoacidos y compararlas y definir residuos de aminoacido
similares o idénticos. Las variantes pueden tener las mismas o diferentes, tanto mayores como menores, afinidades
de unién en relacién a un anticuerpo anti-TGF, pero siguen siendo capaces de unirse especificamente a TGFB, y
pueden presentar la misma, superior o inferior, actividad biol6gica que el anticuerpo anti-TGF.

Las realizaciones de la invencion también incluyen fragmentos de unién a antigeno de los anticuerpos anti-TGFp.
Las expresiones “dominio de unién a antigeno”, “regién de unién a antigeno”, “fragmento de unién a antigeno” y
términos similares se refieren a la porcién de un anticuerpo que comprende los residuos de aminoacido que
interaccionan con un antigeno y confieren al agente de unién su especificidad y afinidad por el antigeno (p. €j., las
regiones determinantes de la complementariedad (CDR)). La regién de unién a antigeno puede derivar de cualquier
especie animal, tal como roedores (p. €j., conejo, rata 0 hamster) y humanos. Preferiblemente, la regiéon de unién a
antigeno serd de origen humano. Los ejemplos no limitantes de fragmentos de unién a antigeno incluyen:
fragmentos Fab, fragmentos F(ab’)2, fragmentos Fd, Fragmentos Fv, moléculas Fv de cadena sencilla (scFv),
fragmentos dAb, y unidades de reconocimiento minimo que consisten en los residuos de aminodacido que imitan la
region hipervariable del anticuerpo.

F. Administracion terapéutica

Los métodos descritos en la presente memoria comprenden la administracion de una cantidad terapéuticamente
efectiva de un anticuerpo que se une a TGFB a un sujeto. Tal como se usa en la presente memoria, la frase
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“cantidad terapéuticamente efectiva” significa una dosis de anticuerpo que se une a TGFB que da como resultado
una mejoria detectable en uno o mas sintomas asociados a la Ol, o que produce un efecto bioldgico (p. ej., un
descenso en el nivel de un biomarcador particular) que se correlaciona con un(os) mecanismo(s) patolégico(s)
subyacente(s) que da(n) lugar a la afeccién o a el(los) sintoma(s) de la osteogénesis imperfecta. Por ejemplo, una
dosis de anticuerpo que se une a TGFB que aumenta la densidad mineral 6sea, aumenta la masa dsea y/o la
resistencia dsea, reduce las fracturas éseas y/o dentales, y/o mejora cualquier parametro diagnostico de Ol, es
considerada una cantidad terapéuticamente efectiva.

En una realizacion, la densidad mineral 6sea, la masa 6sea y/o la resistencia 6sea aumentan aproximadamente
entre un 5% y un 200% tras el tratamiento con un anticuerpo que se une a TGFB. En determinadas realizaciones, la
densidad mineral 6sea, la masa dsea y/o la resistencia 6sea aumentan entre aproximadamente un 5% y
aproximadamente el 10%, aproximadamente entre el 10% y el 15%, aproximadamente entre 15% y el 20%,
aproximadamente entre el 20% y el 25%, aproximadamente entre el 25% y el 30%, aproximadamente entre el 30% y
el 35%, aproximadamente entre el 35% y el 40%, aproximadamente entre el 40% y el 45%, aproximadamente entre
el 45% y el 50%, aproximadamente entre el 50% y el 55%, aproximadamente entre el 55% y el 60%,
aproximadamente entre el 60% y el 65%, aproximadamente entre el 65% y el 70%, aproximadamente entre el 70% y
el 75%, aproximadamente entre el 75% y el 80%, aproximadamente entre el 80% y el 85%, aproximadamente entre
el 85% y el 90%, aproximadamente entre el 90% y el 95%, aproximadamente entre el 95% y el 100%,
aproximadamente entre el 100% y el 105%, aproximadamente entre el 105% y el 110%, aproximadamente entre el
110% y el 115%, aproximadamente entre el 115% y el 120%, aproximadamente entre el 120% y el 125%,
aproximadamente entre el 125% y el 130%, aproximadamente entre el 130% y el 135%, aproximadamente entre el
135% y el 140%, aproximadamente entre el 140% y el 145%, aproximadamente entre el 145% y el 150%,
aproximadamente entre el 150% y el 155%, aproximadamente entre el 155% y el 160%, aproximadamente entre el
160% y el 165%, aproximadamente entre el 165% y el 170%, aproximadamente entre el 170% y el 175%,
aproximadamente entre el 175% y el 180%, aproximadamente entre el 180% y el 185%, aproximadamente entre el
185% y el 190%, aproximadamente entre el 190% y el 195%, o aproximadamente entre el 195% y el 200%, tras el
tratamiento con un anticuerpo que se une a TGFR.

En determinadas realizaciones, una dosis de un anticuerpo que reduce los biomarcadores de resorcion 6sea en
suero, tal como la hidroxiprolina urinaria, la piridinolina total urinaria (PYD), la desoxipiridinolina libre urinaria (DPD),
el N-telopéptido reticulado de colageno de tipo | urinario (NTX), el C-telopéptido reticulado de colageno de tipo |
urinario o en suero (CTX), la sialoproteina ésea (BSP), la osteopontina (OPN) y la fosfatasa acida 5b resistente a
tartrato (TRAP), se considera una cantidad terapéuticamente efectiva. En una realizacién, los biomarcadores de
resorcion 6sea en suero se reducen entre aproximadamente un 5% y aproximadamente un 200% tras el tratamiento
con un anticuerpo que se une a TGFp.

En una realizacion, los biomarcadores de resorcion 6sea en suero, tales como la hidroxiprolina urinaria, la
piridinolina total urinaria (PYD), la desoxipiridinolina libre urinaria (DPD), el N-telopéptido reticulado de colageno de
tipo | urinario (NTX), el C-telopéptido reticulado de colageno de tipo | urinario o en suero (CTX), la sialoproteina ésea
(BSP), la osteopontina (OPN) y la fosfatasa &cida 5b resistente a tartrato (TRAP), disminuyen entre
aproximadamente un 5% y aproximadamente el 10%, aproximadamente entre el 10% y el 15%, aproximadamente
entre 15% y el 20%, aproximadamente entre el 20% y el 25%, aproximadamente entre el 25% y el 30%,
aproximadamente entre el 30% y el 35%, aproximadamente entre el 35% y el 40%, aproximadamente entre el 40% y
el 45%, aproximadamente entre el 45% y el 50%, aproximadamente entre el 50% y el 55%, aproximadamente entre
el 55% y el 60%, aproximadamente entre el 60% y el 65%, aproximadamente entre el 65% y el 70%,
aproximadamente entre el 70% y el 75%, aproximadamente entre el 75% y el 80%, aproximadamente entre el 80% y
el 85%, aproximadamente entre el 85% y el 90%, aproximadamente entre el 90% y el 95%, aproximadamente entre
el 95% y el 100%, aproximadamente entre el 100% y el 105%, aproximadamente entre el 105% y el 110%,
aproximadamente entre el 110% y el 115%, aproximadamente entre el 115% y el 120%, aproximadamente entre el
120% y el 125%, aproximadamente entre el 125% y el 130%, aproximadamente entre el 130% y el 135%,
aproximadamente entre el 135% y el 140%, aproximadamente entre el 140% y el 145%, aproximadamente entre el
145% y el 150%, aproximadamente entre el 150% y el 155%, aproximadamente entre el 155% y el 160%,
aproximadamente entre el 160% y el 165%, aproximadamente entre el 165% y el 170%, aproximadamente entre el
170% y el 175%, aproximadamente entre el 175% y el 180%, aproximadamente entre el 180% y el 185%,
aproximadamente entre el 185% y el 190%, aproximadamente entre el 190% y el 195%, o aproximadamente entre el
195% y el 200%, tras el tratamiento con un anticuerpo que se une a TGFp.

En determinadas realizaciones, una dosis de un anticuerpo que aumenta los biomarcadores de deposicién 6sea en
suero, tales como la fosfatasa alcalina total, la fosfatasa alcalina especifica de hueso, la osteocalcina y el
procolageno de tipo | (C-terminal/N-terminal), se considera una cantidad terapéuticamente efectiva. En una
realizacién, los biomarcadores de deposicién O6sea en suero aumentan entre aproximadamente un 5% vy
aproximadamente un 200% tras el tratamiento con un anticuerpo que se une a TGFp.

En una realizacién, los biomarcadores de deposicion 6sea en suero, tales como la fosfatasa alcalina total, la
fosfatasa alcalina especifica de hueso, la osteocalcina y el procolageno de tipo | (C-terminal/N-terminal), aumentan
entre aproximadamente un 5% y aproximadamente un 10%, aproximadamente entre el 10% y el 15%,
aproximadamente entre 15% y el 20%, aproximadamente entre el 20% y el 25%, aproximadamente entre el 25% vy el
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30%, aproximadamente entre el 30% y el 35%, aproximadamente entre el 35% y el 40%, aproximadamente entre el
40% y el 45%, aproximadamente entre el 45% y el 50%, aproximadamente entre el 50% y el 55%, aproximadamente
entre el 55% y el 60%, aproximadamente entre el 60% y el 65%, aproximadamente entre el 65% y el 70%,
aproximadamente entre el 70% y el 75%, aproximadamente entre el 75% y el 80%, aproximadamente entre el 80% y
el 85%, aproximadamente entre el 85% y el 90%, aproximadamente entre el 90% y el 95%, aproximadamente entre
el 95% y el 100%, aproximadamente entre el 100% y el 105%, aproximadamente entre el 105% y el 110%,
aproximadamente entre el 110% y el 115%, aproximadamente entre el 115% y el 120%, aproximadamente entre el
120% y el 125%, aproximadamente entre el 125% y el 130%, aproximadamente entre el 130% y el 135%,
aproximadamente entre el 135% y el 140%, aproximadamente entre el 140% y el 145%, aproximadamente entre el
145% y el 150%, aproximadamente entre el 150% y el 155%, aproximadamente entre el 155% y el 160%,
aproximadamente entre el 160% y el 165%, aproximadamente entre el 165% y el 170%, aproximadamente entre el
170% y el 175%, aproximadamente entre el 175% y el 180%, aproximadamente entre el 180% y el 185%,
aproximadamente entre el 185% y el 190%, aproximadamente entre el 190% y el 195%, o aproximadamente entre el
195% y el 200%, tras el tratamiento con un anticuerpo que se une a TGF.

Otras realizaciones incluyen la administracién de una dosis terapéuticamente efectiva de un anticuerpo que mejore
la funcién de érganos no esqueletales afectados por la Ol. Por ejemplo, una dosis de anticuerpo que se une a TGFf3
que mejora la funcion auditiva, pulmonar y/o renal se considera una cantidad terapéuticamente efectiva.

De acuerdo a los métodos de la presente invencion, una cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo que se
une a TGFB es aquella administrada a un sujeto que variara dependiendo de la edad y el tamario (p. €j., el peso
corporal o el area superficial del cuerpo) del sujeto, asi como de la ruta de administracién, y de otros factores bien
conocidos por los especialistas en la técnica.

En determinados ejemplos de realizacion, el anticuerpo anti-TGFB se administra al sujeto como una dosis
subcutanea. Otros ejemplos de modos de administracién incluyen, aunque sin limitacion, la ruta intradérmica,
intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, intranasal, epidural y oral. La composicién puede administrarse mediante
cualquier ruta adecuada, por ejemplo por infusiéon o inyeccion de bolo, por absorcion a través del recubrimiento
epitelial o mucocutaneo (p. ej., mucosa oral, mucosa rectal e intestinal, etc.) y puede administrarse conjuntamente
con otros agentes biol6gicamente activos. La administracién puede ser sistémica o local. El anticuerpo de TGFf
puede administrarse parenteralmente o subcutaneamente.

Se conocen diversos sistemas de administracion y se pueden usar para administrar la composicion farmacéutica, p.
ej., encapsulacion en liposomas, microparticulas, microcapsulas, endocitosis mediada por receptor (véase, p. ej., Wu
et al. (1987) J. Biol. Chem. 262: 4429-4432). Las composiciones terapéuticas se administraran con vehiculos,
excipientes y otros agentes adecuados, que se incorporan a las formulaciones para proporcionar una mejora en la
transferencia, administracién, tolerancia, y otras cualidades similares. Una multitud de formulaciones apropiadas se
puede encontrar en el formulario conocido por todos los quimicos farmacéuticos: Remington’s Pharmaceutical
Sciences, Mack Publishing Company, Easton, PA. Estas formulaciones incluyen, por ejemplo, polvos, pastas,
unguentos, gTeIatinas, ceras, aceites, lipidos, vesiculas que contienen lipidos (catiénicos o aniénicos) (tal como
LIPOFECTIN M), conjugados de ADN, pastas de absorcion anhidras, emulsiones de aceite en agua y agua en
aceite, emulsiones de carbowax (polietilenglicoles de diferentes pesos moleculares), geles semi-sélidos, y mezclas
semi-sélidas que contienen carbowax. Ver también Powell et al. “Compendium of excipients for parenteral
formulations” PDA (1998) J Pharm Sci Technol 52: 238-311.

Las composiciones farmacéuticas se pueden preparar en formas de dosis en una dosis unitaria adecuada para
ajustarse a una dosis de los ingredientes activos. Dichas formas de dosis en una dosis unitaria incluyen, por
ejemplo, comprimidos, pildoras, capsulas, inyecciones (ampollas), supositorios, etc.

Las composiciones farmacéuticas también pueden administrarse al sujeto usando cualquier dispositivo 0 mecanismo
aceptable. Por ejemplo, la administracién se puede llevar a cabo usando una jeringa y una aguja o con un boligrafo
y/o dispositivo de administracion autoinyector reutilizable. Los métodos de la presente invencién incluyen el uso de
numerosos boligrafos y/o dispositivos de administracion autoinyectores reutilizables para administrar un aglomerante
de TGFB (o una formulacién farmacéutica que comprenda al aglomerante). Los ejemplos de dichos dispositivos
incluyen, aunque sin limitacion AUTOPEN™ (Owen Mumford, Inc., Woodstock, R.U.), el boligrafo DISETRONIC™
(Disetronic Medical Systems, Bergdorf, Suiza), el boligrafo HUMALOG MIX 75/25™, el boligrafo HUMALOG™, el
boligrafo HUMALIN 70/30™ (Eli Lilly and Co., Indianapolis, IN), NOVOPEN™ |, 1l y Ill (Novo Nordisk, Copenhague,
Dinamarca), NOVOPEN JUNIOR™ (Novo Nordisk, Copenhague, Dinamarca), el boligrafo BD™ (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ), OPTIPEN™, OPTIPEN PRO™, OPTIPEN STARLET™, y OPTICLIK™ (sanofi-aventis,
Frankfurt, Alemania), por nombrar solo unos pocos. Los ejemplos de boligrafos y/o dispositivos de administracion
autoinyectores desechables que tienen aplicaciéon en la administracion subcutanea de una composicion farmacéutica
incluyen, aunque sin limitacion, el boligrafo SOLOSTAR™ (sanofi-aventis), el FLEXPEN™ (Novo Nordisk), y el
KWIKPEN™ (Eli Lilly), el Autoinyector SURECLICK™ (Amgen, Thousand Oaks, CA), el PENLET™ (Haselmeier,
Stuttgart, Alemania), el EPIPEN (Dey, L.P.), y el boligrafo HUMIRA™ (Abbott Labs, Abbott Park, IL), por nombrar
s0l0 unos pocos.
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En la presente memoria también se contempla el uso de un microinfusor para administrar un aglomerante de TGFf
(o una formulacién farmacéutica que comprende el aglomerante) a un sujeto. Tal como se usa en la presente
memoria, el término “microinfusor” significa un dispositivo de administracién subcutanea disefiado para administrar
lentamente grandes volimenes (p. €j., de hasta aproximadamente 2,5 mL o mas) de una formulacién terapéutica a
lo largo de un periodo de tiempo prolongado (p. €j., de aproximadamente 10, 15, 20, 25, 30 o mas minutos). Véase,
p. €j., patentes de EE.UU. n°® 6.629.949 y 6.659.982; y Meehan et al., J. Controlled Release 46: 107-116 (1996). Los
microinfusores son particularmente Utiles para la administracion de grandes dosis de proteinas terapéuticas
contenidas en una concentracion elevada (p. ej., aproximadamente 100, 125, 150, 175, 200 o mas mg/mL) y/o
disoluciones viscosas.

G. Terapias de combinacion

En determinados aspectos, la invencién incluye métodos para tratar Ol que comprenden la administracion a un
sujeto que necesite dicho tratamiento de un anticuerpo que se una a TGFB en combinacién con al menos un agente
terapéutico adicional. Los ejemplos de agentes terapéuticos adicionales que se pueden administrar en combinacién
con un anticuerpo anti-TGFf en la practica de los métodos de la presente invencién incluyen, aunque sin limitacién,
bisfosfonatos, calcitonina, teriparatide, y cualquier otro compuesto conocido en la técnica para tratar, prevenir o
aliviar la osteogénesis imperfecta en un sujeto. En los presentes métodos, el(los) agente(s) terapéutico(s)
adicional(es) puede(n) administrarse concurrente o secuencialmente con el anticuerpo que se une a TGFB. Por
ejemplo, para administracion concurrente, se puede preparar una formulacion farmacéutica que contenga un
anticuerpo que se une a TGF y al menos un agente terapéutico adicional. En una realizacion, el anticuerpo que se
une a TGFB se administra en combinacién con bisfosfonatos farmacéuticos (p. ej., Etidronato, Clodronato,
Tiludronato, Pamidronato, Neridronato, Olpadronato, Alendronato, Ibandronato, Zoledronato y Risedronato). En otra
realizacién, el anticuerpo que se une a TGFB se administra en combinacién con un farmaco que estimula la
formacion de hueso, tal como analogos de hormona paratiroide y calcitonina. En otra realizacion adicional, el
anticuerpo que se une a TGFB se administra en combinacion con un modulador de receptor de estrogeno selectivo
(SERM). La cantidad de agente terapéutico adicional que se administra en combinacién con el anticuerpo que se
une a TGFB en la préactica de los métodos de la presente invencion puede determinarse facilmente usando métodos
rutinarios conocidos y facilmente disponibles en la técnica.

Ejemplos

La Ol es una enfermedad generalizada del tejido conectivo en la que los individuos afectados presentan una
anormalidad en la formacién de fibrilos de colageno de tipo | debido a mutaciones en la secuencia primaria de la
cadena alfa 1 o la cadena alfa 2 del colageno de tipo |, asi como anormalidades en la modificacién post-traduccional
del colageno de tipo | y de las proteinas que se unen a fibrilos de colageno de tipo I. EI CRTAP codifica una proteina
denominada proteina asociada a cartilago, un miembro del complejo de prolil-3-hidroxilacién cuya funcién es asistir
en el plegamiento correcto, la modificacién post-traduccional y la secrecion de colageno de tipo |. Las mutaciones en
CRTAP son responsables de la osteogénesis imperfecta de tipo VII. Ratones que carecen del gen Crtap (Crtap'/')
presentan un fenotipo que imita la osteogénesis imperfecta, y se usan como modelo para dicha enfermedad (Morello
et al., 2006). En los siguientes ejemplos se usaron ratones Crtap’/' y controles de la misma camada de tipo natural
(WT) y de la misma edad.

Materiales y métodos

Animales, tratamiento anti-TGF( y recoleccién de tejidos

Se generaron y se mantuvieron ratones Crtap'/' en un fondo genético mixto C57Black/6J/129Sv. Los ratones que
albergan una mutacion G610C en el gen Col1a2 (Co|1a21m"'M°b') fueron obtenidos y cruzados con ratones C57B1/6J
naturales. En los experimentos se usaron los ratones que eran heterocigotos para el alelo Col1a2™ ™" | og
ratones indicadores de TGFB que expresan luciferasa en respuesta al mecanismo de sefalizacion de TGFfB
dependiente de Smad2/3 (ratones SBE-Luc) se obtuvieron y se cruzaron con ratones Crtap'/’ durante 2 generaciones
para generar ratones Crtap”' y compafieros de camada de tipo natural que expresan el transgén indicador. Todos los
ratones fueron alojados en un vivarium y los experimentos animales se llevaron a cabo siguiendo el protocolo
aprobado por el Comité para Cuidado y Uso de Animales (IACUC, del inglés “Animal Care and Use Committee”).

Para los andlisis de ARN y proteina, se aisl6 la calvaria de ratones P3, se limpi6d de tejido extraesqueletal y se
rompié congelada en nitrégeno liquido. Para la inmunotincién de pulmones de ratén P10 Crtap"", inmediatamente
tras sacrificio se inflaron de manera igual los pulmones de todos los ratones por gravedad con un 4% de
paraformaldehido a una presion constante de 25 cm de H2O y a continuacion se cerré mediante sutura de la traquea.
A continuacién, los pulmones fueron diseccionados cuidadosamente del térax y fijados en paraformaldehido al 4%
durante una noche.

Hembras de ratones Crtap”' y Col1a2™"™®" de ocho semanas de edad fueron tratadas con el anticuerpo

neutralizante pan-TGFB 1D11 durante 8 semanas gO mg/kg de peso corporal, inyecciones |.P. 3 veces por
semana). Los ratones de control Crtap"", Col1 2™ TMebr y WT recibieron un anticuerpo de control (13C4) del mismo
isotipo de IgG1. Tras el tratamiento, los ratones fueron sacrificados y se extrajeron las espinas lumbares y los
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fémures y se fijaron en formalina al 10% para microCT e histomorfometria ésea. Los fémures contralaterales de
ratones Crtap'/' fueron almacenados a -20°C envueltos en una gasa empapada en disolucién salina hasta que se
llevé a cabo el ensayo biomecanico. Los pulmones de dichos ratones Crtap™ fueron inflados en condiciones iguales,
se extrajeron y se fijaron como se ha descrito para los ratones P10. Durante el tratamiento no se pudo aplicar
metodologia “a ciegas”, ya que el anticuerpo 1D11 o el de control fueron inyectados segun la asignacioén de grupo.
En todos los analisis posteriores los investigadores permanecieron a ciegas con respecto al genotipo y el grupo de
tratamiento.

Inmunotransferencia

Se extrajo proteinas de las muestras de calvaria P3 rotas en congelacion, se transfirieron a 300 yL de tampo6n de
lisis (Tris-HCI 0,0625 M, pH 7,5, SDS al 2%, NaF 5 mM, Na3sVO4 2 mM e inhibidor de proteinasa RocheComplete) y
se homogeneizaron durante 1 minuto, seguido de incubacién a 95°C durante 40 minutos. El sobrenadante se
transfiri6 a Unidades de Filtro Centrifugo/Amicon Ultra 3K (Millipore) y se centrifugd para concentrar la proteina. La
concentracion de proteina total en el lisato se determind usando el reactivo Micro BCA (Pierce) siguiendo las
indicaciones del fabricante. Se suspendieron 40 ug de extractos de proteinas de calvaria en tampén laemmeli que
contenia un 5% de B-mercaptoetanol y se separaron en geles Mini Protean TGX SDS-PAGE (gradiente 4-2%; Bio-
Rad) y se transfirieron a membranas de PVDF para los analisis western blot. Las membranas de PVDF fueron
incubadas con anticuerpo monoclonal pSmad2 (Cell Signaling n°3108, 1:750 en TBST que contiene un 5% de BSA
durante una noche), seguido de anticuerpo anti-conejo ligado a HRP secundario (GE, 1:5000 en TBST que contiene
un 5% de BSA durante 2 horas), se trataron con ECL Plus Western Blotting Detection System (GE) y se expusieron
a una pelicula de rayos X. Posteriormente, los anticuerpos fueron extraidos de las membranas usando el reactivo
ReBlot Plus (Millipore), y se incubaron con anticuerpo monoclonal Smad2 (Cell Signaling n°5339, 1:2000 en TBST
que contiene un 5% de BSA durante una noche), seguido de una incubacién de anticuerpos secundarios similar y
una visualizacién mediada por ECL. Las peliculas de rayos X fueron escaneadas y se cuantificé la densidad de cada
banda usando el software ImagedJ (National Institutes of Health).

PCR cuantitativa en tiempo real

Se extrajo ARN total de calvaria de raton P3 sometida a rotura por congelacién usando el reactivo Trizol (Invitrogen).
Se uso el sistema Superscript Il RT (Invitrogen) para sintetizar ADNc a partir de ARN total de acuerdo al protocolo
del fabricante. Se llevd a cabo una RT-PCR cuantitativa en un LightCycler v1.5 (Roche) usando cebadores
especificos de gen y reactivo SYBR Green | (Roche). Se usé B2-microglobulina como gen de referencia para
normalizar las concentraciones de ADNc.

Obtencién de iméagenes de bioluminiscencia in vivo

A ratones P10 Ctrap'/' y companeros de camada naturales que expresan el transgén indicador de TGF( (ratones
SBE-Luc) se les inyecté D-luciferina (Goldbio, 150 mg/kg, IP), se les anestesié con isoflurano, y se obtuvieron
imagenes 10 minutos después de la inyeccion usando un sistema de imagenes de bioluminiscencia (Xenogen).

Cultivo de osteoblastos primarios, células indicadoras de TGFf3

Se aislaron células de médula 6sea a partir de las tibias y los fémures de ratones Crtap” y naturales de
aproximadamente 2 meses de edad y se cultivaron en a-MEM suministrado con un 10% de FBS, 100 U/mL de
penicilina y 100 ug/mL de estreptomicina. EI medio se cambié cada dos dias y las células no fijadas se desecharon.
Tras 7 dias, las células fijadas, definidas como células estromales de médula 6sea (BMSCs), se volvieron a sembrar
en placas de 24 pocillos en una concentraciéon de 2,5 x 10* células por cm? y se cultivaron en medio osteogénico (a-
MEM, 10% de FBS, &cido ascérbico 500 yM, y B-glicerofosfato 10 mM) durante 3 dias. Se recogié el medio
condicionado y se incubd con células epiteliales de pulmén de visén indicadoras de PAl-luciferasa. Tras 24 horas, se
recolectaron los lisatos celulares para evaluarlos en ensayos de actividad de luciferasa, que se determind usando el
sistema “Dual-Luciferase Reporter System” (Promega). Los resultados se normalizaron a la cantidad de proteina
total cuantificada usando el reactivo Micro BCA (Pierce).

MicroCT, histomorfometria 6sea

Se escanearon vértebras lumbares y fémures usando un micro CT Scanco pCT-40 para cuantificacién de los
parametros Oseos trabeculares y corticales. Los parametros 6seos trabeculares vertebrales y femorales fueron
analizados usando el software de analisis Scanco perfilando manualmente el contorno de hueso trabecular del
cuerpo vertebral L4, asi como la seccién metafisaria distal del fémur. Los parametros 6seos corticales del centro de
la zona media femoral fueron cuantificados usando el algoritmo de umbral automatizado incluido en el software.

A continuacion se embebieron muestras de espina de ratdn Crtap'/' descalcificadas escaneadas en plastico para su
seccionamiento. Se llevo a cabo una tincién con azul de toluidina y una tincion TRAP usando protocolos estandares
para la visualizacion y la cuantificacién de Ob’s y Oc’s, respectivamente, usando el sistema “Bioquant Osteo Image
Analysis System”.

Inmunotincién e histologia
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Para la inmunohistoquimica, se recolectaron patas traseras de ratones P5, se fijaron durante una noche en
paraformaldehido al 4% y se embebieron en parafina. Tras desparafinacién y rehidratacion, se llevé a cabo una
recuperacion de antigeno inducida térmicamente (Dako, S1700) seguida de tratamiento con hialuronidasa durante
30 minutos (2 mg/mL; Sigma). Se bloqueé la peroxidasa enddgena usando perdxido de hidrégeno al 3% durante 10
minutos. Tras incubacion con disolucion de bloqueo (suero de cabra normal al 3%; BSA al 0,1%, Triton X-100 al
0,1% en PBS), las secciones fueron incubadas en anticuerpos de TGFB1 (G1221, Promega) y decorina (LF-113,
suministrados gentilmente por Larry Fisher, “National Institute of Dental and Craniofacial Research”, Bethesda, MD,
EE.UU.) durante 60 minutos (cada dilucién 1:25 en PBS, las muestras de control se incubaron solo en PBS) a 37°C,
y posteriormente fueron incubadas con anticuerpo secundario (kit “SuperPicTure Ploymer Detection”, Invitrogen). Se
anadio sustrato DAB segun las recomendaciones del fabricante y las muestras fueron deshidratadas y montadas
usando el medio de montaje basado en xileno Cytoseal XYL (Thermo Scientific). Las secciones de WT y de
compaferos de camada mutantes fueron procesadas al mismo tiempo. Las imagenes de hueso trabecular fueron
tomadas con un microscopio 6ptico (Axioplan 2, Zeiss) usando tiempos de exposicion idénticos para los comparieros
de camada WT y mutantes.

Los pulmones de ratones P10 y Crtap'/’ de 16 semanas de edad fueron inflados de igual manera durante la
recoleccién de tejidos, fijados en paraformaldehido al 4% y embebidos en parafina. Los pulmones de ratones P10
Crtap'/' y naturales se usaron para inmunotincion de pSmad2. Resumidamente, las secciones de parafina fueron
tratadas con xileno, rehidratadas y calentadas durante 20 minutos para recuperacion de antigeno (pH 6; Dako). A
continuacion se incubaron las secciones en disolucion bloqueante (suero de asno normal al 3%, BSA al 0,1%, Triton
X-100 al 0,1% en PBS), y posteriormente se incubaron con anticuerpo anti-pSmad2 de conejo (1:500) (Cell
signaling, n®3108), anticuerpo secundario anti-conejo de asno conjugado a Alexa flour 594 (1:600) (Invitrogen), y
montadas con reactivo antiborrado Prolong Gold con DAPI (Invitrogen). Las imagenes fluorescentes de dichas
secciones fueron adquiridas usando un microscopio Zeiss (software Axiovision) usando

tiempos de exposicion idénticos.

Para la histologia y morfometria pulmonar de los ratones de 16 semanas de edad, se tifieron secciones
parasagitales usando un protocolo estdndar para la tincién con hematoxilina y eosina. Se usé el método de
intercepcion lineal media (MLI) para cuantificar la distancia entre las estructuras alveolares. Resumidamente, se
capturaron 10 campos histolégicos por ratén con un aumento 20X a partir de todos los I6bulos de ambos pulmones
usando un microscopio éptico (Axioplan 2, Zeiss). La MLI se midi6 usando el software modificado ImagedJ (National
Institutes of Health, modificado por Paul Thompson). Tras la retirada manual de vasos sanguineos, vias aéreas
grandes y otras estructuras no alveolares, el software promedia automaticamente el tejido alveolar de cada imagen y
superpone una rejilla de lineas que consta de 1.353 lineas, que miden cada una 21 pixeles sobre la imagen. El
namero de lineas que interceptaban estructuras alveolares se us6 para calcular la MLI.

Evaluacién biomecanica por torsién de 3 puntos

Los fémures WT y de Crtap'/' fueron evaluados por torsion de tres puntos usando un alcance de 6 mm con un
dispositivo Instron 5848 (Instron Inc., Norwood, MA). Todos los fémures fueron evaluados hiumedos y a temperatura
ambiente. Se precargaron a 1N con una velocidad de 0,05 N/s durante 5 segundos. Tras el proceso de precarga, los
fémures fueron cargados hasta fallo con una velocidad de 0,1 mm/s. Los datos de carga y desplazamiento fueron
capturados a una velocidad de 40Hz usando el software BLUEHILL (Instron 5848).

Para determinar el Limite de Elasticidad, se identific6 una regién después de la precarga y antes de la carga maxima
en la curva de carga-desplazamiento. Esta region se separ6 en 5 segmentos a partir de los cuales se tomé la linea
ajustada de segmento de mayor pendiente. A continuacion, se implement6 una compensacion de 0,012 mm en la
linea. El punto de intersecciéon entre la linea compensada y la curva de carga-desplazamiento fue el Limite de
Elasticidad Compensado 0,012. Este limite de elasticidad correspondia mas estrechamente a la cepa de
compensacion de 0,2%, que es la elegida habitualmente en bibliografia. La region elastica se identifico6 como la
region a partir de la finalizacion de la precarga hasta el limite de elasticidad. La region poslimite se identific6 como la
region desde el limite de elasticidad hasta el punto en el cual el cambio en la carga excedia -1N, indicando fallo. El
Desplazamiento Elastico fue el desplazamiento durante el cual el espécimen permanecia en la region elastica. El
Desplazamiento poslimite fue el desplazamiento durante el cual el espécimen permanecia en la region poslimite. El
Desplazamiento Total se calculé como la suma del Desplazamiento Elastico y el Desplazamiento poslimite. Usando
el método de integracion numérica trapezoidal, se calcul6 la energia a fallo como el area bajo la curva Carga-
Desplazamiento. La Carga Maxima se determiné encontrando el valor de carga méas elevado registrado con el
BLUEHILL, antes de que el espécimen fallara. Para calcular la Rigidez, se aplicé el método de ajuste de Minimos
Cuadrados al segmento de mayor pendiente de la regién elastica de la curva de carga-desplazamiento. La rigidez
fue la pendiente de la linea de ajuste de minimos cuadrados. Los datos geométricos (diametro y momento de
inercia) obtenidos a partir del analisis de microCT de la parte media femoral se utilizaron para calcular las
propiedades intrinsecas del material: resistencia final, resistencia a fallo y moédulo eléstico.

Marcadores de tasa de recambio éseo en suero
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La osteocalcina (OCN) en suero se cuantificd usando el kit “Mouse Osteocalcin EIA” de Biomedical Technologles
Inc. El telopéptido reticulado C-terminal de colageno 6seo (CTX) se cuantificd usando el kit RatLaps EIA de
Immunodiagnostic Systems Ltd. Ambos analisis se llevaron a cabo segun los protocolos del fabricante.

SDS-PAGE, espectrometria de masas y analisis de reticulacién de coldgeno

Para la espectrometria de masas, se prepard colageno de tipo | de tibias Crtap”' y naturales. El hueso se
desengras6 con cloroformo/metanol (3:1 v/v) y se desmineralizé en EDTA 0,5 M, Tris-HCI 0,05 M, pH 7,5, todas las
etapas a 4°C. El hueso se moli6 finamente y se solubiliz6 el colageno mediante desnaturalizacién térmica (90°C) en
tampon de muestreo de SDS-PAGE. Las cadenas a de colageno fueron cortadas de los geles de SDS-PAGE y
sometidas a digestién de tripsina en el gel. Se llev6 a cabo una MS de electropulverizacion sobre los péptidos
tripticos usando un espectrometro de masas de trampa iénica LCQ Deca XP equipado con cromatografia de liquidos
(LC) en linea (ThermoFinnigan) usando un columna capilar C8 (300 ym x 150 mm; Grace Vydac 208 MS5.315)
eluido a 4,5 pL min. Se uso el software Sequest search (ThermoFinnigan) para la identificacion de péptidos

usando la base de datos de proteinas NCBI.

Las reticulaciones de piridinolina (HP y LP) se cuantificaron mediante HPLC tras hidrolizar el hueso desmineralizado
en HCI 6N.

Andlisis de resonancia de plasmén superficial

Los experimentos de resonancia de plasmén superficial se llevaron a cabo usando un instrumento BIACore X (GE
Healthcare Bio-Science Corp.). Se inmovilizé colageno de tipo | de tenddn de raton nativo purificado procedente de
ratones naturales y Crtap/ sobre un chip sensor CM5 medlante acoplamiento de amida a una concentracion de
aproximadamente 0,05 ng/mm (500 RU) y 0,08 ng/mm (800 RU), respectivamente. Los experimentos fueron
llevados a cabo con un caudal de 10 yL/min y 20°C en tampén HBS-P (tampén Hepes 10 mM, pH 7,4, que contiene
NaCl 150 mM y un 0,005% de tensioactivo P20). Se inyectd proteina de nucleo decorina humana recombinante
(R&D Systems) en ambos chips CM5 de tipo |I. Se determin6 la concentracién de la disolucion de reserva de
decorina humana mediante analisis de aminoacidos. La respuesta de unién de decorina a colageno de tipo | de ratén
natural y Crtap se normalizé6 mediante las cantidades de colageno de tipo | inmovilizado sobre los chips sensores
CM5. Se usaron tres concentraciones de decorina (3, 5 y 12 uyM), para cada concentracion el andlisis se repitio tres
veces. Este experimento se llev6 a cabo dos veces con colageno aislado de diferentes ratones cada vez.

Métodos estadisticos

Las comparaciones entre dos grupos se realizaron usando test de t de Student de dos colas desparejados. Para las
comparaciones entre tres grupos, se llevo a cabo un Analisis de Varianza Unidireccional (ANOVA) si se confirmaba
una varianza de grupos igual, tras una comparacion multiple por pares usando el método de Holm-Sidak. Si el test
de varianza igual fallaba, se aplicé un ANOVA en Rangos Unidireccional de Kruskal-Wallis, seguido de comparacion
multiple por pares usando el test de Tukey. Un valor P inferior a 0,05 se consider6 estadisticamente significativo para
el test de t de Student, el ANOVA y el ANOVA en Rangos Unidireccional de Kruskal-Wallis. Para las comparaciones
multiples por pares a posteriori, se compard cada valor P con un nivel critico dependiente del rango del valor P y del
numero total de comparaciones realizadas para determinar si las diferencias entre los grupos eran significativas.
Para los analisis estadisticos se usé Sigma Plot V11.0 (Systat Software Inc.).

Los efectos de 1D11 sobre los huesos y los pulmones de ratones Ol eran desconocidos al inicio del estudio. Para
determinar el tamafio de muestra inicial por grupo de ratones, calculamos que para detectar una diferencia minima
del 20% en masa 6sea (BV/TV) mediante MicroCT entre los ratones Ol tratados con 1D11 y de control con una
potencia del 90%, se requeria un tamano de grupo de 8 ratones.

Ejemplo 1: Senalizacién de TGFB alterada en calvaria de Crtap'/'

Se analizaron ratones Crtap'/' y controles de companeros de camada naturales (WT) de la misma edad para
determinar la expresion de pSmad?2 activada, un miembro del mecanismo de sefalizacién del TGF, asi como de
otras dianas posteriores de TGFB. Los huesos calvaria fueron escindidos y se extrajo ARN y proteinas y se
analizaron mediante PCR en tiempo real y andlisis Western blot, respectivamente. Como puede observarse en la
Figura 1A'y 1B, los ratones Crtap'/' presentaron una relacién un 100% superior de pSmad2 activado con respecto a
Smad2 total en comparacion con los ratones WT, medido mediante Western blot y cuantlflcado mediante
densitometria, lo que indica que la senalizacion de TGFB estd elevada en los ratones Crtap . Las dianas
transcripcionales del TGFR, tal como Col1al y p21, estaban elevadas en comparacion con los controles WT, segun
se determin6 mediante RT-PCR y como demuestran la Figura 1C y la Figura 1D, respectivamente. Se midié el factor
de crecimiento de tejido conectivo de proteina ECM profibrética (CTGF) y se observo que era aproximadamente un
50% superior en los ratones Crtap respecto a los controles WT, segun se determiné mediante RT-PCR y como se
demuestra en la Figura 1E. Tal como se muestra en la Figura 1F, el analisis de RT-PCR revel6 que la expresién del
inhibidor de quinasa dependiente de ciclina p27 no se ve alterado ni en el grupo de ratones Crtap’/’ ni en el de
ratones WT.
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Ejemplo 2: Aumento de actividad de TGFb en ratones Crtap'/' in vivo y en células crtap'/' osteoblasticas

Se cruzaron ratones Crtap'/' con ratones indicadores de TGFB que expresan luciferasa en respuesta a la activacion
de la senalizacién de TGFB (Jackson Laboratory; B6.Cg-Tg(SBE/TK- Iuc)7Twc/J) Se inyect6 a ratones P9 con el
sustrato D-Luciferina (150 mg/kg) 10 minutos antes de obtener las imagenes (Xenogen; sistema de camara IVIS).
Tal como demuestra la Figura 2A, los ratones Crtap presentaron una luminiscencia considerablemente mayor en
sus colas, huesos largos y calvarias que los controles WT, lo que indica un aumento de la actividad de TGFb en
ratones crtap La Figura 2B muestra la cuantificacién de la actividad de luciferasa en la calvaria.

Se aislaron células estromales de médula 6sea (BMSC) a partir de ratones Crtap" y ratones WT, se cultivaron en
condiciones osteogénicas ex vivo, y se analiz6 el medio de cultivo condicionado para determinar la actividad de
TGFB usando una linea celular que expresa luciferasa en respuesta a la actlvamon de la senalizacion de TGFp. Tal
como se muestra en la Figura 2C, el medio condicionado para BMSC de Crtap dio como resultado una actividad de
luciferasa casi dos veces superior a la de la linea de células indicadoras en comparacion con las BMSC de ratones
WT. Considerados en conjunto, estos datos |nd|can que la secrecién y actividad de TGFB esta elevada en los
huesos y las células osteoblasticas de ratones Crtap

Ejemplo 3: Andlisis uCT de vértebras Crtap™

A ratones Crtap'/' de 8 semanas de edad (N = 6 por grupo) se les administré6 1D11 (10 mg/kg, I.P., 3 veces/semana,
8 semanas en total), un sustituto de murino del anticuerpo panespecifico que se une a TGFB que comprende una
cadena pesada que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 14 y una cadena ligera que
comprende la secuencia de ammoamdos de la SEQ ID NO: 15. Se administrd un anticuerpo no relacionado 13C4 a
un grupo separado de ratones Crtap y ratones WT como control (N = 6). Se obtuvieron imagenes de los cuerpos
vertebrales L4 de ratones de 16 semanas de edad (tratados en las semanas 8-16) mediante y-CT. En la Figura 3 se
muestran los datos de MicroCT de cuerpos vertebrales L4 procedentes de ratones Crtap'/ “de 8 semanas de edad (n
= 6 por grupo) que fueron tratados con el anticuerpo neutralizante de TGFf 1D11 (Genzyme; 10 mg/kg, I.P., 3
veces/semana) durante 8 semanas y de ratones naturales (WT) y de ratones Crtap de control que fueron tratados
con un anticuerpo de control (13C4-placebo). Tal como se muestra en la Figura 3, las vértebras de Crtap/ eran
cavernosas en comparacion con las vértebras del control WT. Sin embargo, el tratamiento con 1D11 dio como
resultado un fenotipo esqueletal que era comparable a la condicion WT.

Los datos de la Figura 3 se cuantificaron en la Figura 4, eI tratamiento con el anticuerpo anti- TGFB panespecifico
rescatd el fenotipo esqueletal de los ratones Crtap Las vértebras de ratones Crtap tratados fueron
estadisticamente similares a los ratones de control WT en los parametros medidos, que incluyen la densidad de
volumen 6seo (BV/TV), la superficie 6sea total (BS), la densidad de superficie 6sea (BS/BV), el numero trabecular
(Tb.N), el espesor trabecular (Tb.Th), el espaciado trabecular (Tb.Sp) y el volumen total (Dens TV).

Ejemplo 4: Histomorfometria de vértebras de Crtap'/' tratadas con anti-TGFf

Ademas de p-CT, los huesos vertebrales de los ratones tratados con anticuerpo, de los tratados con placebo y de
ratones WT, fueron analizados mediante histomorfometria. Tal como se muestra en la Figura 5A y la Figura 5B, los
resultados de p-CT fueron confirmados mediante analisis histomorfométrico. Adicionalmente, se tifieron secciones
de tejido para determinar la expresién del marcador de osteoclastos TRAP. El analisis revelé que habia mas
osteoclastos cubriendo mas de la superficie 6sea en los ratones Crtap” que en los controles WT (N.Oc/BS y
Oc.S/BS), lo que indica un aumento de la actividad osteoclastica. El tratamiento con 1D11 anti-TGF redujo todos
los parametros especificos de osteoclasto por debajo de los valores correspondientes a WT. Por tanto, se identificé a
los osteoclastos como una diana potencial para anticuerpos de TGFB, y mas especificamente para anticuerpos anti-
TGFpB panespecificos.

Ejemplo 5: Ensayo de torsién de tres puntos de fémures de Crtap"" tratados con anti-TGF(3

Los ensayos biomecanicos se llevaron a cabo sobre fémures escindidos de ratones de 16 semanas de edad
(después de tratamiento en las semanas 8-16) usando un ensayo de torsién de tres puntos estandar con un
dispositivo Instron 5848 (Instron Inc., Norwood MA) con un alcance de 6 mm, precargado a 1N con una velocidad de
1N/s durante 5 segundos. Después de la precarga, los fémures fueron comprimidos hasta fallo a una velocidad de
0,1 mm/s. Los datos de carga y desplazamiento fueron capturados a una velocidad de 40 Hz usando el software
BLUEHILL (Instron 5848).

Tal como se demuestra en la Figura 6, los fémures de raton Crtap/ fueron menos rigidos y fueron capaces de
soportar una carga maxima significativamente menor que los ratones de control WT. Los fémures de ratones Crtap
tratados con 1D11 mostraron una mejora S|gn|f|cat|va en la carga maxima, y presentaron una tendencia a aumentar
la rigidez en comparacion con los ratones Crtap

Por tanto, el tratamiento con el anticuerpo anti-TGF panespecifico 1D11 restauré de manera cuantitativa, cualitativa
y biomecanica el fenotipo esqueletal de los ratones Crtap’/’.

Ejemplo 6: La inhibicion de la sefnalizacién de TGF con 1D11 mejora el fenotipo pulmonar.
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Los ratones Crtap'/' presentan una enfermedad de tejido conectivo generalizada que se manifiesta a través de una
baja masa 6sea, glomeruloescler03|s y displasia pulmonar (Baldridge et al.; PLoSone, 5(5): 10560 (2010)). Se
observo un aumento de la expresion de TGFB en pulmones de ratones Crtap tal como evidencia Ia inmunotincién
positiva para pSmad2 y como se demuestra en la Figura 7A. Hlstologlcamente los ratones Crtap exhibieron un
aumento del espacio aéreo distal en comparacion con los ratones WT, tal como se muestra en la Figura 7B. El
tratamlento con 1D11 (10 mg/kg, IP, 3x/semana durante 8 semanas) redujo la expresion de pSmad2 en los ratones
Crtap y redujo el espacio aéreo distal y mejoré el fenotlpo pulmonar, como demuestran la Figura 7A y la Figura 7B,
y como se cuantifica en la Figura 7C (*P<0,05 vs. Crtap™ de control; 10 im&genes analizadas por ratéon, n=8 ratones

por grupo).
Ejemplo 7: Expresion de decorina en pulmones de Crtap'/'

Se investigaron los reguladores transcripcionales de la expresion de TGF con el objetivo de comprender la base de
la desregulacion de la sefalizacion de TGFB en los huesos y pulmones de ratones Crtap”'. Una clase principal de
proteinas extracelulares que pueden regular la TGFB en ECM incluye los proteoglicanos ricos en leucina pequefios
(SLRP), tal como la decorina. La inmunotincion revel6 un aumento de la expresion de decorina en pulmones de
Crtap’/' en comparacién con los pulmones WT de control, tal como muestra la Figura 8.

Como la decorina es un regulador de TGFB maduro, este descubrimiento sugiere que una modificacién post-
traduccional alterada del colageno, como sucede en la Ol, altera las interacciones de las proteinas ECM, incluyendo
los SLRP. La decorina se une a sitios de hidroxiprolina, tal como el localizado en el residuo de aminoacido 396 de
los colagenos de tipo | y tipo Il, que estan ausentes en ratones Crtap'/'. Se realiz6 un ensayo de union a decorina
para determinar si la unién de decorina puede alterarse en la Ol, y si esto puede ser responsable, al menos
parcialmente, de los fenotipos observados en huesos y ratones Crtap'/’. Tal como se muestra en la Figura 9, la unién
de decorina a péptidos de colageno 3-hidroxilados (como en el colageno de tipo | y II) fue mayor que a péptidos de
colageno sin 3-hidroxilacién (como en el colageno de tipo Ill).

Ejemplo 8: El aumento de la sefalizacién de TGF es un mecanismo comun en la Osteogénesis Imperfecta

La Ol se caracteriza por huesos fragiles, una baja masa O6sea, deformidades 6seas y fracturas. Ademas,
manifestaciones extraesqueletales que incluyen anormalidades en los pulmones contribuyen sustancialmente a la
mortalidad y la morbidez. La mayoria de los casos de Ol son causados por mutaciones dominantes autosomales en
los genes que codifican colageno de tipo | (COL1A1 y COL1A2). En afos recientes, se han identificado mutaciones
en genes adicionales que codifican las proteinas implicadas en la modificacion post-traduccional de colageno como
causantes de formas recesivas de la Ol. La primera descrita fue en la proteina asociada a cartilago (CRTAP), un
miembro del complejo de prolil-3-hidroxilasa que es responsable de la 3-hidroxilacién del residuo de prolina 986 ai(l)
en el colageno de tipo |. Las mutaciones hipomérficas de CRTAP conducen a una pérdida parcial de 3-hidroxiprolina
(3Hyp) en el colageno fibrilar, asi como la sobremodificacion de otros residuos, y dan como resultado la Ol recesiva
de tipo VII, que se solapa clinicamente con las formas dominantes de la Ol grave. La funcion fisiolégica de la 3Hyp
no se entiende completamente, pero los estudios bioquimicos sugieren que puede estar implicada en las
interacciones colageno-proteina, mas que afectar de forma negativa a la estabilidad del colageno.

La ECM es un importante reservorio para moléculas de sefalizacion y sus reguladores. En los huesos, el TGFB
actla como un coordinador central de la remodelacion 6sea acoplando la actividad localizada de los osteoclastos
resorbedores de hueso y los osteoblastos formadores de hueso. El TGFf es producido de manera abundante por los
osteoblastos, es secretado predominantemente en formas latentes inactivas y se deposita en la matriz 6sea. Ahi
puede ser liberado y activado durante la resorcion 6sea por los osteoclastos. Como nivel de regulacién adicional, el
TGFB activo puede ser ligado por proteoglicanos, que modulan su bioactividad en asociaciéon con fibrilos de
colageno. Debido a que el colageno de tipo | es el componente mas abundante de la ECM en el hueso, esto genera
la intrigante hipotesis de que la alteracion de la estructura de colageno observada en la Ol no solo aumenta la
fragilidad del hueso, sino que tamblen afecta a la funcion de reservorio de sefalizacion de la matriz ésea. De forma
destacable, los ratones Crtap muestra un solapamiento fenotipico con modelos animales con aumento de
sefalizacion de TGFB. Por ejemplo, la sobreexpresion de TGFB da como resultado una baja masa oOsea.
Adicionalmente, los ratones Crtap’/’ exhiben un agrandamiento del espacio aéreo alveolar en los pulmones, que es
similar al observado en un modelo de ratén para el sindrome de Marfan, donde se ha demostrado que un aumento
de la sefializacién de TGFf es un contribuyente principal de la patologia pulmonar. Por lo tanto, se estudi6 el estatus
de la sefalizacién de TGF en el modelo de ratones Crtap'/' de la Ol recesiva.

Para determinar el estatus de sefalizacion de TGF( en el hueso, se evaluaron los niveles de expresion de los genes
diana del TGFB en huesos calvaria de ratones Crtap En comparacién con las muestras naturales (WT), los huesos
Crtap/ mostraron un aumento de la expresion de las dianas posteriores de TGFB p21 (inhibidor 1 de quinasa
dependiente de ciclina), PAI-1 (inhibidor 1 de activador de plasminégeno) y Col1al, en consistencia con un aumento
de la actividad de TGFp (Figura 10A). Para confirmar el aumento de la activacion del mecanismo de sefalizacion de
TGFB intracelular, se evalué el estatus de Smad2, una segunda proteina mensajera intracelular, que se vuelve
fosforilada tras activacion de los receptores de TFGB. En consistencia con la expresion génica de diana, los andlisis
de inmunotransferencia demostraron un mayor ratio de Smad2 fosforilada (pSmad2) a Smad2 total en las muestras
de hueso de ratones Crtap'/', lo que indica un aumento de la sefalizacion de TGF (Figuras 10B y 10C).
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Para determinar si estas medidas estaticas reflejan el aumento de actividad de TGFp in vivo, los ratones Crtap'/'
fueron intercruzados con ratones indicadores de TGFB que expresan luciferasa bajo el control de elementos de
unién de Smad que respondan a TGFp (ratones SBE-Luc). En comparacién con companeros de camada WT/SBE-
Luc, los ratones Crtap”’/SBE-Luc mostraron un aumento de la bioluminiscencia de areas sobre las estructuras
esqueletales lo que indica un aumento de la actividad de TGF in vivo (Figura 10D). En 3 camadas, los ratones
Crtap muestran una media de 2,86 veces (SD * 0,34) la sefial de bioluminiscencia en la cabeza/calvaria en
comparaciéon con los ratones WT. Ademads, a fin de evaluar si el aumento de la sefnalizacién de TGFB/Smad
asociada a la pérdida de Crtap es intrinseco del hueso, es decir, autbnomo de tejido, se diferenciaron células
estromales de médula 6sea (BMSC) en células osteoblasticas in vitro. Usando una linea celular indicadora de TGFB,
se observé que el medio acondicionado procedente de BMSC de Crtap exhibia una mayor actividad de TGF( en
comparacién con el medio procedente de BMSC WT (Figura 10E). Considerados en conjunto, estos descubrimientos
indican que la pérdida de Crtap potencia la sefalizacién de TGF en hueso de un modo auténomo de tejido.

Los pacientes con Ol severa también pueden presentar anormalidades pulmonares intrinsecas, y el fallo respiratorio
es una de las causas principales de fallecimiento en estos individuos. De forma destacable, los ratones Crtap”
muestran un aumento difuso del espacio aéreo alveolar, una caracteristica asociada al aumento de la sefalizacion
de TGFB en otros modelos de desarrollo. Por consiguiente, los pulmones de ratones Crtap mostraron un aumento
de la tincién intracelular para pSmad2 en células alveolares, lo que indica que el aumento de actividad de TGF(
también esta presente en tejidos extraesqueletales (Figura 10F).

Para entender si el aumento de la sefalizacion de TGFB representa un mecanismo causal que contribuye a los
fenotipos éseos y pulmonares en ratones Crtap se llevo a cabo un experimento de rescate con un anticuerpo
neutralizante pan-TGF( (1D11) Se trataron ratones Crtap” de ocho semanas de edad con 1D11 durante 8
semanas; los ratones Crtap” y WT de control recibieron un anticuerpo de control no especifico (13C4). El 1D11 no
cambié de forma significativa el peso corporal de los ratones Crtap/ tratados, lo que indica que la inhibicién de TGF3
no afectd al estatus nutricional general (Figura 14). Adicionalmente, los andlisis de espectrometria de masas y de
reticulamiento mostraron que el 1D11 no cambia de forma significativa el estatus de la 3-hidroxilacion de P986 de
colageno de tipo | o las reticulaciones de colageno en ratones Crtap'/' lo que sugiere que la sefalizacion de TGF
desregulada es una consecuencia de la estructura de colageno molecular alterada, y no esta implicada dlrectamente
en el procesamiento de colageno intracelular o en el montaje de fibrilos extracelular (Figura 15). Los ratones Crtap
exhiben una masa 6sea reducida y pardmetros éseos trabeculares anormales (Figuras 11A y 11B) El andlisis
mediante imagenes MicroCT de vértebras demostr6 que en comparamon con los ratones Crtap de control, la
inhibicion de TGFB mejoré de forma significativa los parametros 6seos trabeculares, que incluyen el volumen
6seo/volumen total, el nimero trabecular y el espesor trabecular, hasta valores proximos a los WT (Figuras 11A Y
11B, y Figura 17). Se observaron efectos beneficiosos similares en hueso trabecular femoral en ratones Crtap ,
donde la inhibicion de TGFB mejor6 de forma significativa los parametros 6seos trabeculares (Figura 18). Los
efectos de la |nh|b|C|on de TGFp sobre el esqueleto con 1D11 se han publicado previamente para ratones WT y en
ratones Esl-17, un modelo con actividad de TGFB incrementada debido a un defecto en la maduracién normal del
TGFB. Mlentras que eI 1D11 aumenté de forma moderada el BV/TV trabecular, en un 33%, en la espina en ratones
WT, los ratones Esl-1"" exhibieron un aumento del 106% en el BV/TV. Esto sugirié que la utilizacion de TGFB en una
situacion patofisiolégica donde aumenta en el esqueleto, podria conducir a un efecto positivo relativamente mas
pronunmado En el presente estudio, el 1D11 aumento6 el BV/TV trabecular en la espina en un 235% en ratones
Crtap lo que apoya que la sefalizacion de TGFB desregulada es un contribuyente importante de la baja masa 6sea
en ratones Crtap'/' En la zona media del fémur, los parametros de arquitectura cortical, que incluyen el espesor
cortlcal el diametro, el area de seccién transversal y los momentos de inercia de seccién transversal, en ratones
Crtap fueron significativamente menores que en los ratones WT. Tras el tratamiento con 1D11, dichos parametros
ya no eran significativamente diferentes respecto a los de ratones WT (Figura 19). Para evaluar si estos cambios en
el hueso cortical y trabecular se traducian en una mejoria de la resistencia ésea, se llevd a cabo una evaluacion
biomecéanica mediante un ensayo de torsion de 3 puntos de los fémures. Se observo que la inhibicion de TGF fue
capaz de aumentar la carga maxima y la resistencia final en los ratones Crtap tratados, lo que indica una mejor
resistencia 6sea y tisular global y una mejor resistencia a fractura. Sin embargo, el tratamiento con 1D11 no tuvo
efectos sobre el aumento de fragilidad del hueso de Ol, tal como indica la reduccion del desplazamiento poslimite
tanto en ratones Crtap de control como en ratones Crtap tratados con 1D11 (Figura 20). Probablemente esto
refleja la mineralizacion anormal inherente asociada a una estructura de coldgeno alterada. Considerados en
conjunto, estos descubrimientos indican que el aumento de la sefalizacion de TGF es el principal contribuyente al
fenotipo 6seo en la Ol recesiva, que resulta de una deficiencia de Crtap, y que la inhibicion de la sefnalizacién de
TGFB desregulada restaura la masa 6sea, los parametros microestructurales y mejora la resistencia global del
hueso.

Para comprender los efectos de la inhibicion de TGFB en ratones Crtap'/' a nivel celular, se llevaron a cabo analisis
histomorfométricos con ratones tratados. En las secciones de cuerpos vertebrales de este estudio se observo un
aumento de los numeros de osteoclastos (Oc) y osteoblastos (Ob) por superficie dsea en los ratones Crtap'/' de
control respecto a los ratones WT, lo que indica un aumento de la remodelacion ésea en la espina (Figura 11C y
Figura 21). De forma consistente, los marcadores de tasa de recambio 6sea en suero, osteocalcma (OCN) y

telopéptido reticulado C-terminal de colageno 6seo (CTX), fueron elevados en ratones Crtap” de control de 8
semanas de edad (OCN y CTX) y de 16 semanas de edad (solo CTX) (Figura 19). Se han descrito cambios similares
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en la composicion celular del hueso en pacientes con Ol dominante y recesiva, que muestran un aumento de los
nuameros Oc y Ob consistente con un aumento de la tasa de recambio 6sea. De forma destacable, los modelos de
raton de sefalizacion de TGFf incrementada muestran una baja masa ésea con un incremento de la resorcion ésea
osteoclastica y de la remodelacién 6sea anormal. La mayoria de las publicaciones de los efectos del TGF( sobre las
células 6seas son consistentes con un modelo en el que el TGFB puede estimular el reclutamiento y la diferenciacién
inicial de precursores de Oc y Ob en el sitio de la reparaciéon 6sea, seguido de una diferenciacién de Ob mediada por
factor de crecimiento tipo insulina 1 (IGF-1). Sin embargo, a dosis persistentemente elevadas, el TGFf puede inhibir
la diferenciacion de Ob mediante la represion del factor de diferenciacion RUNX2. Dados los efectos cruciales sobre
la interaccién Oc/Ob, el ajuste fino de la disponibilidad de TGFB es un factor clave para el acoplamiento local de la
resorcion 6sea con la formacion durante la remodelacion ésea, y su desequilibrio puede conducir a una patologia
Osea significativa.

Al contrario de lo observado en ratones Crtap'/’ de control, las secciones éseas de ratones Crtap'/’ tratados con 1D11
revel6 una reduccion de los nimeros de Oc y Ob, que fueron incluso menores que los valores medidos en ratones
WT, lo que indica una supresion suprafisioldgica de la remodelacion 6sea desregulada como resultado de la
inhibicion de TGF a la dosis de 1D11 usada en este experimento (Figura 11C). En consistencia con una publicacion
previa, la observacién de una reduccion de Oc’s y Ob’s por debajo de los niveles WT también puntia a la baja el
requisito fisioldgico de cantidades locales de TGF[ para coordinar de forma normal los Oc’s y los Ob’s durante el
proceso de remodelacion ésea. Nuestros descubrimientos difieren de estudios previos en ratones WT, donde el
tratamiento con 1D11 redujo los nimeros de Oc pero no los de Ob. Esto puede reflejar efectos celulares distintos de
la inhibicién de TGFR en una situacion patofisiolégica con un aumento de la sefalizacién de TGFB y un aumento de
la remodelacién ésea en comparacién con el hueso normal de ratones WT. Se ha demostrado que el TGF( inhibe la
diferenciacion de células precursoras de osteoblastos, y un aumento de la sefalizacién de TGFB podria de este
modo conducir a una mayor proporcién de células de linaje de osteoblasto inmaduras. Por otro lado, un aumento del
namero, 0 una mayor proporcion, de Ob’s inmaduros sobre la superficie 6sea podria dar como resultado un aumento
de la cantidad de TGF@ secretado por dichas células. El descubrimiento de que la inhibicién de TGFB con 1D11
reduce significativamente el aumento del nimero de Ob en ratones Crtap sugiere que el aumento de la
sefalizacion de TGF contribuye

causalmente al aumento de las células de linaje de osteoblasto.

Ademas de los descubrimientos relatlvos a los nimeros de Oc y Ob, se observé un mayor nimero de osteocitos (Ot)
por area osea en los ratones Crtap de control, que se redujo a niveles comparables a los de ratones WT en los
ratones Crtap tratados con 1D11 (Figura 11C y Figura 21). En pacientes de Ol, se ha observado un aumento de la
densidad de Ot en individuos con las formas mas graves de la enfermedad, lo que probablemente refleja la
presencia de hueso primario inmaduro debido a un defecto en la maduracion fisiolégica en el hueso de Ol. En
consistencia con nuestra hipotesis de que un aumento de la senalizacion de TGF contribuye a la patologia 6sea en
la Ol, la sobreexpresién de TGFB en ratones WT da como resultado de forma similar un aumento de la densidad de
Ot. Como posible explicacién, el TGFB puede inhibir la apoptosis de Ob durante la transicién de Ob’s a Ot’s, y con
ello conducir a un aumento de la densidad de Ot. En conjunto, estos descubrimientos indican que el aumento de la
sefalizacion de TGFB contribuye a un estatus de mayor tasa de recambio 6sea y a una maduracion 6sea afectada
negativamente en ratones Crtap”, y que la inhibicion de la sefializacion de TGFB desregulada revierte dichas
alteraciones celulares.

Dados estos efectos cruciales sobre la interaccion Oc/Ob, el ajuste fino de la disponibilidad de TGFf es un factor
clave para el acoplamiento local de la resorcidon 6sea con la formacion de hueso durante la remodelacion ésea, y su
desequilibrio puede conducir a una patologia ésea S|gn|f|cat|va Nuestros descubrimientos indican que la inhibicién
de la sefalizaciéon de TGFB desregulada en ratones Crtap restaura tanto la masa 6sea como los parametros
microestructurales, mejora la resistencia general del hueso y revierte las alteraciones celulares observadas en
ratones Crtap'/'. Por lo tanto, la desregulacién de la sefnalizacién de TGFB es un contribuyente importante al fenotipo
0seo en este modelo de ratén de Ol recesiva.

Tamblen estabamos interesados en determlnar si la inhibicion de TGFp afectaba al fenotipo pulmonar de ratones
Crtap Los pulmones de ratones Crtap de control muestran un incremento del espacio aéreo distal en
comparacioén con los ratones WT (Figura 11D). Cabe destacar que los pulmones de ratones Crtap/ tratados con el
anticuerpo neutralizante de TGF mostraron una mejoria del 60% en la distancia entre las estructuras alveolares
(Figuras 11D y 11E). Este descubrimiento indica que una sefalizacion de TGF( excesiva tamblen es un importante
contribuyente patogénico a las anormalidades pulmonares presentes en ratones Crtap El aumento de la
senalizacion de TGFB se ha ligado a las anormalidades pulmonares de desarrollo, asi como a la enfermedad en
pulmones maduros. Por ejemplo, la sobreexpresion de TGFB en pulmones da como resultado un desarrollo alterado
negativamente de los pulmones con areas de espacio aéreo agrandadas, y el aumento de la sefializacién de TGFf
es un patomecanismo contribuyente en las anormalidades pulmonares en el sindrome de Marfan, asi como en el
desarrollo de enfisema y asma bronquial. Nuestros resultados indican que una sefalizacion de TGF3 exceswa es un
contribuyente patogénico importante a las anormalidades pulmonares presentes en ratones Crtap Dada la
recuperacion parcial del fenotipo pulmonar con 1D11 en ratones Crtap es posible que la sefalizacion de TGFf3
desregulada afecte al desarrollo del tejido pulmonar cuando se establecen las estructuras anatomicas, ademas de
mantener el tejido pulmonar en etapas posteriores cuando la inhibicion de TGF es capaz de aliviar el fenotipo.
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La siguiente cuestion a resolver fue como las alteraciones del colageno debidas a la pérdida de Crtap (que conducen
a la pérdida de 3Hyp en P986 y la sobre-modificacion postraduccional de colageno) dan como resultado una
sefalizacion de TGFB desregulada. Los andlisis bioquimicos indican que la prolil-3-hidroxilacién del colageno no
afecta fundamentalmente a la estabilidad de las moléculas de colageno, sino que en su lugar puede afectar a las
interacciones colageno-proteina. Una hipétesis atractiva es que la pérdida de 3Hyp podria afectar a la interaccién del
colageno con proteoglicanos pequefios ricos en leucina (SLRP). Se sabe que SLRP se unen tanto a colageno de
tipo | como a TGFB, y mediante ello modulan la actividad de TGFB. Por ejemplo, el SLRP decorina es capaz de
inhibir distintos efectos del TGFB en células de osteosarcoma a la vez que potencia la actividad de TGF( en células
preosteoblasticas. Se sugiere que la region de unién de la decorina en el coldgeno de tipo | esta centrada en los
residuos 961/962 del dominio de hélice triple, que esta localizado en las proximidades del residuo P986, que esta no
hidroxilado en la Ol debido a una deficiencia de Crtap. Por lo tanto, es posible que la posicién 3Hyp del P986
marque un sitio de interaccion para la union de decorina a colageno de tipo I, mediando de este modo en el
secuestro de TGF maduro a colageno.

Por tanto, se planteé la hipétesis de que la unién de decorina a colageno es critica para la regulacion de TGFB y que
dicha unién se deshace con una estructura de colageno alterada, por ejemplo mediante la pérdida de modificacion
de 3-prolil-hidroxilacion postraduccional de P986 en la cadena a1 del colageno de tipo | en el caso de Ol recesiva.
Se identificd que aunque la pérdida de Crtap no alter6 la expresion de ARN de decorina y otros SLRP en el hueso de
calvaria (Figura 12A), ni la abundancia cualitativa de decorina en el hueso trabecular (Figura 24), si redujo la unién
de proteina de nucleo decorina recombinante a coldgeno de tipo | aislado de ratones Crtap'/' frente a ratones WT
(Figura 12B). Las medidas de analisis de resonancia de plasmon superficial de la union de proteina de nucleo
decorina recombinante a colageno de tipo | de ratones WT vy Crtap'/’ demostraron una reduccién de la unién en
ratones Crtap’/’ en las tres concentraciones evaluadas (Figura 23). Se realizaron tres réplicas técnicas para cada una
de las concentraciones indicadas de decorina a partir de dos réplicas biolégicas independientes (¢ réplica 1, A
réplica 2). Los resultados se muestran como el porcentaje de la media de WT (las barras indican la media por
grupo). Las reducciones medias de la unién de decorina a colageno de tipo | de Crtap'/' a 3,5y 12 uyM de decorina
fueron de 28,5%, 33,5% y 38,1%, respectivamente.

Este descubrimiento sugiere que las alteraciones de interacciones colageno-proteoglicanos pueden contribuir a la
sefalizacion de TGFB desregulada en los huesos y otros tejidos ricos en colageno en la Ol. En base al requisito
publicado de unién decorina-colageno para que la decorina reduzca de manera efectiva la bioactividad de TGF, es
posible que los defectos en el colageno de Ol conduzcan a una unién alterada de la decorina, y por tanto, de su
capacidad para secuestrar TGFB en la matriz y modular las funciones de TGFf. Por lo tanto, la alteracion de las
interacciones proteoglicano-colageno puede contribuir a una sefnalizacién de TGF desregulada en el hueso y otros
tejidos ricos en colageno en la Ol, incluso si no hay cambios importantes en los niveles de TGFB absolutos (Figura
24 y Figura 25). Esta idea se ve apoyada por el descubrimiento de que las mutaciones COL1A1 y COL1A2 en las
formas mas severas de la Ol dominante se agrupan en regiones especificas conocidas por producir la uniéon de
proteoglicanos, lo que apoya ain mas la relevancia fisioldgica de las interacciones proteoglicano-colageno para una
homeostasis 6ésea normal. Esto también implicaria que otros proteoglicanos que compiten con la decorina por el sitio
de union a colageno también contribuyen a una actividad de TGF(B desregulada, y que se podrian alterar
mecanismos de sefalizacién adicionales.

Debido al solapamiento clinico de algunas formas recesivas y dominantes de la Ol en las que la estructura
defectuosa de las fibras de colageno conduce a huesos fragiles y manifestaciones extraesqueléticas, es posible que
la desregulacion de la senalizacion de TGFB sea un mecanismo de enfermedad patofisiol6gica comun. Para analizar
esta hipétesis, se investigo el estatus de la sefalizacion de TGFB en un modelo de ratén de Ol dominante. Ratones
activados que portan una mutacion G610C en el gen Colia2 (Colla2™ ™" fenocopian una forma moderada
heredada dominantemente de la Ol que habia sido identificada originalmente en una poblacién Amish. En muestras
6seas de ratones Col1a2™ ™" se observéd un aumento de la expresion de los genes diana de TGFpB p21 y PAI-1,
lo que indica una regulacion al alza de la sefalizacion de TGFB (Figura 13A). En consistencia, los andlisis de
inmunotransferencia de extractos 6seos de ratones Col1a2™ "™ también presentaron un aumento del ratio de
pSmad2 activada/Smad?2 total, similar a nuestra observacion en los ratones Crtap'/' (Figuras 13B y 13C).

Para evaluar si el aumento de la sefalizacion de TGFB en este modelo de Ol dominante también representa un
mecanismo causal, ratones Col1a2™M®" 4o 8 semanas de edad fueron tratados con el anticuerpo neutralizante de
TGFB 1D11 durante 8 semanas; ratones Col1a2™ ™" de control y WT fueron tratados con el anticuerpo de control
13C4. De forma similar a lo observado con ratones Crtap'/', el tratamiento con 1D11 restaur6 los parametros 6seos
trabeculares en la espina hasta los niveles WT (Figuras 13D, 13E y 22). Considerados en conjunto, estos
descubrimientos indican que la sefalizacion de TGFB desregulada también es un contribuyente importante para la
patogénesis de las formas dominantes de la Ol, y que la terapia anti-TGFB corrige el fenotipo 6seo en la Ol
dominante.

Desde una perspectiva clinica-traduccional, los efectos negativos potenciales de la inhibicion sistémica de TGFB en
pacientes de Ol deben ser considerados. Aunque los ratones TGF-p1” desarrollan una enfermedad inflamatoria
multifocal severa y una desregulacion del sistema inmunitario durante las primeras semanas de vida, tanto en
ratones Crtap'/ " como en ratones Col1a2™" ™" tratados con 1D11 nosotros no observamos efectos negativos obvios
sobre la salud general, el comportamiento o el crecimiento, lo que sugiere que los efectos de una inhibicién
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farmacoldgica parcial de los ligandos de TGFB en ratones adultos son diferentes de los de una pérdida total de
TGFB1 durante el desarrollo. En humanos, el Fresolimumab (GC1008, Genzyme), que es similar al 1D11 en su
afinidad y especificidad con las 3 isoformas del TGFB, se us6 en estudios de fase | en pacientes con
glomeruloesclerosis segmental focal primaria resistente a tratamiento, fibrosis pulmonar idiopatica y melanoma
maligno o carcinoma de célula renal. En estos estudios, el Fresolimumab de forma general fue bien tolerado, con
posibles eventos adversos relacionados con la dosis que incluyen sarpullidos o lesiones cutaneas, epistaxis,
sangrado gingival y fatiga.

Los mecanismos moleculares de la Ol no se comprenden completamente. Como resultado, las opciones de
tratamiento actuales para pacientes con Ol se limitan basicamente a terapias anti-resortivas como las usadas para el
tratamiento de la osteoporosis. Cabe destacar que un ensayo aleatorio reciente, controlado por placebo, del agente
anabolico teriparatide en adultos con Ol demostré que la Ol severa de tipo IlI/1V respondia de forma diferente que la
Ol moderada de tipo | (Orwoll et al. 2014). Esto sugiere diferencias genotipicas en la respuesta a terapias dirigidas a
modificar la sefnalizacién celular y que el tratamiento dirigido a TGF puede ser una opcién prometedora para
profundizar en el estudio de la Ol severa debida a coldgeno y a mutaciones genéticas de modificacién
postraduccional de colageno. En general, nuestros datos apoyan el concepto de la sefializacion celular desregulada
por matriz como mecanismo en la patogénesis de formas heredades genéticamente diferentes de la enfermedad de
huesos de cristal, y apuntan a una estrategia basada en el mecanismo especifico de la enfermedad para el
tratamiento de la Ol a través de la neutralizacién de la actividad de TGFB hiperactivo en tejidos esqueletales y
extraesqueletales.
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Glu

Gly

Ser

Asn

145

Ser

Asp

Thr

Arg

Ile

225

Asn

Asp

His

Lys

50

Pro

Glu

Ser

Leu

Lys

130

Leu

Lys

Glu

Arg

Glu

210

His

Ile

Asp

Ile

35

Leu

Tyr

Met

Glu

Ala

115

val

Phe

Arg

His

Gly

195

Trp

Cys

His

His

20

Lys

Arg

Gln

His

Tyr

100

Glu

Phe

Arg

Asn

Ile

180

Thr

Leu

Pro

Glu

Gly
260

Lys

Leu

Val

Gly

85

Tyr

His

Arg

Ala

Glu

165

Ala

Ala

Leu

Cys

Val

245

Arg

Lys

Thr

Leu

70

Glu

Ala

Asn

Phe

Glu

150

Gln

Lys

Glu

Arg

His

230

Met

Gly

Arg

Ser

Ala

Arg

Lys

Glu

Asn

135

Phe

Arg

Gln

Trp

Arg

215

Thr

Glu

Asp

val

40

Pro

Leu

Glu

Glu

Leu

120

val

Arg

Ile

Arg

Leu

200

Glu

Phe

Ile

Leu

ES 2700238 T3

25

Glu

Pro

Tyr

Glu

Ile

105

Ala

Ser

Val

Glu

Tyr

185

Ser

Ser

Gln

Lys

Gly
265

Ala

Glu

Asn

Gly

90

His

Val

Ser

Leu

Leu

170

Ile

Phe

Asn

Pro

Phe

250

Arg

Ile

Pro

Ser

75

Cys

Lys

Cys

val

Arg

155

Phe

Gly

Asp

Leu

Asn

235

Lys

Leu

Arg

Thr

Thr

Thr

Phe

Pro

Glu

140

val

Gln

Gly

Val

Gly

220

Gly

Gly

Lys

33

Gly

45

Val

Arg

Gln

Asp

Lys

125

Lys

Pro

Ile

Lys

Thr

205

Leu

Asp

Val

Lys

30

Gln

Met

Glu

Glu

Met

110

Gly

Asn

Asn

Leu

Asn

190

Asp

Glu

Ile

Asp

Gln
270

Ile

Thr

Leu

Asn

95

Ile

Ile

Arg

Pro

Arg

175

Leu

Thr

Ile

Leu

Asn

255

Lys

Leu

His

Leu

80

Thr

Gln

Thr

Thr

Ser

160

Pro

Pro

val

Ser

Glu

240

Glu

Asp



10

15

His

Asp

Asn

305

Tyr

Lys

Ser

Asn

Pro

385

Leu

His

Asn

290

Tyr

Ile

Gly

Ala

Pro

370

Leu

Ser

<210> 4

<211>5

Asn

275

Pro

Cys

Asp

Tyr

Asp

355

Glu

Thr

Asn

<212> PRT

Pro

Gly

Phe

Phe

Tyr

340

Thr

Ala

Ile

Met

His

Gln

Arg

Arg

325

Ala

Thr

Ser

Leu

Val
405

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

Leu

Gly

Asn

310

Gln

Asn

His

Ala

Tyr

390

Val

Ile

Gly

295

Leu

Asp

Phe

Ser

Ser

375

Tyr

Lys

Leu

280

Gln

Glu

Leu

Cys

Thr

360

Pro

Val

Ser

ES 2700238 T3

Met Met

Arg Lys

Glu Asn

Gly Trp

330

Ser Gly

345

Val Leu

Cys Cys

Gly Arg

Cys Lys
410

Ile

Lys

Cys

315

Lys

Pro

Gly

Val

Thr

395

Cys

Pro

Arg

300

Cys

Trp

Cys

Leu

Pro

380

Pro

Ser

Pro

285

Ala

Val

Val

Pro

Tyr

365

Gln

Lys

His

Leu

Arg

His

Tyr

350

Asn

Asp

Val

<223> /nota = “Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 4

Ser Asn Val Ile Ser

1

<210>5

<211>17

<212> PRT

5

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 5

Arg

Asp

Pro

Glu

335

Leu

Thr

Leu

Glu

Leu

Thr

Leu

320

Pro

Arg

Leu

Glu

Gln
400

Gly Val Ile Pro Ile Val Asp Ile Ala Asn Tyr Ala Gln Arg Phe Lys

34



10

15

20

25

30

ES 2700238 T3

Gly
<210>6

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 6

Thr Leu Gly Leu Val Leu Asp Ala Met Asp Tyr
1 5 10

<210>7

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético”

<400>7

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

<210>8

<11>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 8

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Pro
1 5

<210>9

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

35



10

15

20

<221> fuente

<223> /nota = “Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400>9

ES 2700238 T3

Gln Gln Tyr Ala Asp Ser Pro Ile Thr

1
<210> 10

<211>120

<212> PRT

5

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 10

Gln Val
1

Ser Vval

Val Ile

Gly Gly
50

Lys Gly
65

Met Glu

Ala Ser

Gly Thr

<210> 11

<211>108

Gln

Lys

Ser

35

Val

Arg

Leu

Thr

Leu
115

<212> PRT

Leu

val

20

Trp

Ile

Val

Ser

Leu

100

Val

vVal

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Leu

val

Ser Gly Ala Glu

Lys

Gln

val

55

Thr

Arg

Val

Ser

Ala

Ala

40

Asp

Ala

Ser

Leu

Ser
120

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Asp
105

10

Gly

Gly

Ala

Glu

Asp

90

Ala

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Met

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Asp

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Tyr

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

Ser

Trp

Arg

Thr

Tyr

95

Gly

<223> /nota = “Descripcion de la secuencia artificial: Popipéptido sintético”

<400> 11

36

Ser

Asn

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln



Glu

Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Thr

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

val

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Ile Thr Phe

<210> 12

<211> 327

<212> PRT

Leu Thr Gl

Thr Leu

20

Trp Tyr Gl

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala
85

70

Gly Gln Gl

100

<213> Homo sapiens

<400> 12

Ala Ser Thr Lys Gly

1

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Arg

Glu

Asp

Thr

Pro

val

Ser

Thr

Val

Phe

Thr
130

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Leu

115

Leu

5

Glu Ser

20

Pro Val

Thr Phe

Val val

Asn Val

Ser Lys

100

Gly Gly

Met Ile

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asp

Tyr

Pro

Ser

Ser

Ser

Thr

Val

n Ser Pro

Cys Arg

n Gln Lys

40

Arg Ala

55

Asp Phe

Tyr Tyr

y Thr Arg

Ser

Ala

val

Ala

val

His

Gly

Ser

Arg
135

ES 2700238 T3

Gly Thr
10

Ala Ser

25

Pro Gly

Pro Gly

Thr Leu

Cys Gln

90

Leu Glu
105

Val Phe Pro Leu

10

Ala Leu Gly Cys

25

Ser Trp Asn Ser

40

Val Leu Gln Ser

Pro Ser Ser Ser

75

Lys Pro Ser Asn

Pro Pro Cys Pro
105

Val Phe Leu Phe

120

Thr Pro Glu Val

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr
75

Gln

Ile

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

Ser

Pro

Thr
140

Ser

Ser

Ala

Pro
60

Ile

Tyr

Lys

Pro

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro

125

Cys

37

Leu

Leu

Pro
45

Asp

Ser

Ala

Cys

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Vval

Pro

110

Lys

Val

Ser

Gly

30

Pro
15

Ser

Arg Leu

Arg Phe

Arg Leu

Asp

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

Ala

Pro

val

Ser
95

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro

Lys

val

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro



Asp Val
145

Gly Vval

Asn Ser

Trp Leu

Pro Ser
210

Glu Pro
225

Asn Gln

Ile Ala

Thr Thr

Arg Leu
290

Cys Ser
305

Leu Ser

<210> 13
<211> 107

Ser

Glu

Thr

Asn

195

Ser

Gln

Val

Val

Pro

275

Thr

Val

Leu

<212> PRT

Gln

Val

Tyr

180

Gly

Ile

Vval

Ser

Glu

260

Pro

Val

Met

Ser

Glu

His

165

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

245

Val

Asp

His

Leu
325

<213> Homo sapiens

<400> 13

Asp

150

Asn

val

Glu

Lys

Thr

230

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu
310

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

215

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

295

Ala

Lys

Glu

Lys

Ser

Lys

200

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

280

Arg

Leu

ES 2700238 T3

val

Thr

Val

185

Cys

Ser

Pro

val

Gly

265

Asp

Trp

His

Gln

Lys

170

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

250

Gln

Gly

Gln

Asn

Phe

155

Pro

Thr

Vval

Ala

Gln

235

Gly

Pro

Ser

Glu

His
315

Asn

Arg

Vval

Ser

Lys

220

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

300

Tyr

Trp

Glu

Leu

Asn

205

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

285

Asn

Thr

Tyr

Glu

His

190

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

270

Leu

Val

Gln

val

Gln

175

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

255

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Asp

160

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

240

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
320

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu

1

5

10

15

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe

20

25

38

30



10

Tyr

Ser

Thr

65

Lys

Pro

Gly

50

Tyr

His

Pro Val

<210> 14

<211> 447

Arg

35

Asn

Ser

Lys

Thr

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripcion de la secuencia artificial:

<400> 14

Gln

1

Ser

Val

Gly

Lys

65

Met

Ala

Gly

Val

val

Ile

Gly

50

Gly

Glu

Ser

Thr

Gln

Lys

Ser

vVal

Arg

Leu

Thr

Leu
115

Glu

Ser

Leu

Val

Lys
100

Leu

val

20

Trp

Ile

val

Ser

Leu

100

Val

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Thr

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Leu

val

val

Ser

55

Thr

Cys

Asn

Ser

Lys

Gln

Val

55

Thr

Arg

val

Ser

Gln

40

Val

Leu

Glu

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Ala

Ser

Leu

Ser
120

ES 2700238 T3

Trp

Thr

Thr

Val

Gly
105

Ala

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Asp

105

Ala

Lys

Glu

Leu

Thr

90

Glu

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Glu

Asp

90

Ala

Ser

Val Asp Asn Ala Leu Gln
45

Gln Asp Ser Lys Asp Ser
60

Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
75 80

His Gln Gly Leu Ser Ser
95

Cys

Polipéptido sintético”

Val Lys Lys Pro Gly Ser
15

Tyr Thr Phe Ser Ser Asn
30

Gln Gly Leu Glu Trp Met
45

Asn Tyr Ala Gln Arg Phe
60

Ser Thr Ser Thr Thr Tyr
75 80

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
95

Met Asp Tyr Trp Gly Gln
110

Thr Lys Gly Pro Ser Val
125

39



Phe

Leu

145

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

225

Phe

Pro

Val

Thr

Val

305

Cys

Ser

Pro

Val

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Cys

Leu

Glu

Gln

Lys

290

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys
370

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

Pro

Phe

Val

Phe

275

Pro

Thr

val

Ala

Gln

355

Gly

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Ser

Pro

Thr

260

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

340

Glu

Phe

Pro

Val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro

245

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

325

Gly

Glu

Tyr

Cys

Lys

150

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

230

Lys

Val

Tyr

Glu

His

310

Lys

Gln

Met

Pro

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

215

Ala

Pro

Vval

Val

Gln

295

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser
375

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Pro

Lys

Val

Asp

280

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

360

Asp

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Arg

Glu

Asp

Asp

265

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

345

Asn

Ile

ES 2700238 T3

Thr Ser Glu
140

Pro Glu Pro
155

Val His Thr
170

Ser Ser Val

Thr Cys Asn

Val Glu Ser
220

Phe Leu Gly
235

Thr Leu Met
250

Val Ser Gln

Val Glu Val

Ser Thr Tyr
300

Leu Asn Gly
315

Ser Ser Ile
330

Pro Gln Val

Gln Val Ser

Ala Val Glu
380

Ser

Vval

Phe

Val

val

205

Lys

Gly

Ile

Glu

His

285

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

365

Trp

40

Thr

Thr

Pro

Thr

130

Asp

Tyr

Pro

Ser

Asp

270

Asn

val

Glu

Lys

Thr

350

Thr

Glu

Ala

Val

Ala

175

Val

His

Gly

Ser

Arg

255

Pro

Ala

vVal

Tyr

Thr

335

Leu

Cys

Ser

Ala

Ser

160

val

Pro

Lys

Pro

Val

240

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

320

Ile

Pro

Leu

Asn



ES 2700238 T3

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
385 390 395 400

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
405 410 415

Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
420 425 430

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys
435 440 445

<210> 15

<211> 215

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 15

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

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Leu Gly Ser Ser
20 25 30

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Pro Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Ala Asp Ser Pro
85 90 95

Ile Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala
100 105 110

Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser
115 120 125

Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu
130 135 140

41



10

15

Ala Lys
145

Gln Glu

Ser Ser

Tyr Ala

Ser Phe
210

<210> 16
<211>19

vVal

Ser

Thr

Cys

195

Asn

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

Gln

Val

Leu

180

Glu

Arg

Trp

Thr

165

Thr

val

Gly

Lys

150

Glu

Leu

Thr

Glu

Val Asp Asn Ala Leu

Gln Asp Ser Lys Asp

Ser Lys Ala Asp Tyr

His Gln Gly Leu Ser

Cys
215

200

ES 2700238 T3

185

170

155

Gln

Ser

Glu

Ser

Ser Gly Asn Ser
160

Thr Tyr Ser Leu
175

Lys His Lys Val
190

Pro Val Thr Lys
205

<223> /nota = “Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 16

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly

1

Val His
<210> 17
<211> 466

Ser

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

5

10

15

<223> /nota = “Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 17

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly

1

5

10

15

Val His Ser Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys

20

25

30

Pro Gly Ser Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe

35

40

42

45



Ser

Glu

65

Gln

Thr

Tyr

Trp

Pro

145

Thr

Thr

Pro

Thr

Asp

225

Tyr

Pro

Ser

Asp

Ser

50

Trp

Arg

Thr

Tyr

Gly

130

Ser

Ala

Val

Ala

val

210

His

Gly

Ser

Arg

Pro
290

Asn

Met

Phe

Tyr

Cys

115

Gln

Val

Ala

Ser

val

195

Pro

Lys

Pro

val

Thr

275

Glu

Val

Gly

Lys

Met

100

Ala

Gly

Phe

Leu

Trp

180

Leu

Ser

Pro

Pro

Phe

260

Pro

Val

Ile

Gly

Gly

85

Glu

Ser

Thr

Pro

Gly

165

Asn

Gln

Ser

Ser

Cys

245

Leu

Glu

Gln

Ser

Val

70

Arg

Leu

Thr

Leu

Leu

150

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

230

Pro

Phe

Val

Phe

Trp

55

Ile

Vval

Ser

Leu

val

135

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

215

Thr

Ser

Pro

Thr

Asn
295

Val

Pro

Thr

Ser

Gly

120

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

200

Gly

Lys

Cys

Pro

Cys

280

Trp

Arg

Ile

Ile

Leu

105

Leu

val

Cys

Lys

Leu

185

Leu

Thr

val

Pro

Lys

265

Val

Tyr

ES 2700238 T3

Gln Ala Pro
60

Val Asp Ile
75

Thr Ala Asp
90

Arg Ser Glu

Val Leu Asp

Ser Ser Ala
140

Ser Arg Ser
155

Asp Tyr Phe
170

Thr Ser Gly

Tyr Ser Leu

Lys Thr Tyr
220

Asp Lys Arg
235

Ala Pro Glu
250

Pro Lys Asp

Val val Asp

Val Asp Gly
300

Gly

Ala

Glu

Asp

Ala

125

Ser

Thr

Pro

Vval

Ser

205

Thr

val

Phe

Thr

Val

285

Val

43

Gln

Asn

Ser

Thr

110

Met

Thr

Ser

Glu

His

130

Ser

Cys

Glu

Leu

Leu

270

Ser

Glu

Gly

Tyr

Thr

95

Ala

Asp

Lys

Glu

Pro

175

Thr

Val

Asn

Ser

Gly

255

Met

Gln

Val

Leu

Ala

80

Ser

val

Tyr

Gly

Ser

160

val

Phe

val

val

Lys

240

Gly

Ile

Glu

His
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Asn

305

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

385

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
465

Ala

Vval

Tyr

Thr

Leu

370

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

450

Lys

<210> 18

<211>234

Lys

Ser

Lys

Ile

355

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

435

Leu

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

Thr

Val

Cys

340

Ser

Pro

Vval

Gly

Asp

420

Trp

His

Lys

Leu

325

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

405

Gly

Gln

Asn

Pro

310

Thr

Val

Ala

Gln

Gly

390

Pro

Ser

Glu

His

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

375

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
455

Glu

Leu

Asn

Gly

360

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

440

Thr

ES 2700238 T3

Glu

His

Lys

345

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

425

Val

Gln

Gln Phe Asn Ser Thr Tyr
315

Gln Asp Trp Leu Asn Gly
330 335

Gly Leu Pro Ser Ser Ile
350

Pro Arg Glu Pro Gln Val
365

Thr Lys Asn Gln Val Ser
380

Ser Asp Ile Ala Val Glu
395

Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
410 415

Tyr Ser Arg Leu Thr Val
430

Phe Ser Cys Ser Val Met
445

Lys Ser Leu Ser Leu Ser
460

<223> /nota = “Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 18

Arg

320

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

400

Val

Asp

His

Leu

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly

1

5

10 15

Val His Ser Glu Thr Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu

20

25

30

44
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Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser
35 40 45

Gly Ser Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala
50 55 60

Arg Leu Leu Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Pro Gly Ile Pro

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
85 90 95

Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr
100 105 110

Asp Ser Pro Ile Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
115 120 125

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
130 135 140

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
145 150 155

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
165 170 175

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
180 185 190

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
195 200 205

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
210 215 220

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225 230
<210> 19

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus sp.

<220>

<221> RES_MOD

<222> (7)..(7)

<223> Pro hidroxilada

<220>

<221> RES_MOD

<222> (12)..(12)

45

Leu

Pro

Asp

Ser

Ala

Arg

Gln

Tyr

160

Ser

Thr

Lys

Pro
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20

25

30

35

<223> Pro 3-hidroxilada

<220>
<221> RES_MOD
<222> (13)..(13)

<223> Pro hidroxilada

<400> 19

Asp Gly Leu Asn Gly Leu Pro Gly Pro Ile Gly Pro Pro Gly Pro Arg

1

<210> 20

<211> 16

<212> PRT
<213> Mus sp.
<220>

<221> RES_MOD
<222> (7)..(7)

5

<223> Pro hidroxilada

<220>
<221> RES_MOD
<222> (13)..(13)

<223> Pro hidroxilada

<400> 20

Asp Gly Leu Asn Gly Leu Pro Gly Pro Ile Gly Pro Pro Gly Pro Arg

1

<210> 21

<211> 16

<212> PRT
<213> Mus sp.
<220>

<221> RES_MOD
<222> (7)..(7)

5

<223> Pro hidroxilada

<220>
<221> RES_MOD
<222> (13)..(13)

<223> Pro hidroxilada

<400> 21

Asp Gly Leu Asn Gly Leu Pro Gly Pro Ile Gly Pro Pro Gly Pro Arg

1

5

ES 2700238 T3

10

10

10

46

15

15
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo, o un fragmento de uniéon a antigeno del mismo, que se une especificamente a, y neutraliza,
TGFB1, TGFB2 y TGFB3 humanos para uso en el tratamiento de osteogénesis imperfecta (Ol) en un sujeto que lo
necesita.

2. El anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, para el uso de la reivindicacion 1, donde el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo, comprende una regién variable de cadena pesada que
comprende tres regiones determinantes de la complementariedad (CDR) que tienen secuencias de aminoacidos
SEQ ID NOs: 4, 5y 6; y una region variable de cadena ligera que comprende tres CDR que tienen las secuencias de
aminoacidos SEQ ID NOs: 7,8y 9.

3. El anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, para el uso de la reivindicacion 1 o 2, donde el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende una region variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 10, y una regién variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 11.

4. El anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, para el uso cualquiera de las reivindicaciones
previas, donde el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, ademas comprende una region constante
de IgG4 humana.

5. El anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, para el uso de la reivindicaciéon 4, donde la regién
constante de la IgG4 humana comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 12.

6. El anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, para el uso de una cualquiera de las
reivindicaciones previas, donde el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, comprende ademas una
regién constante de cadena ligera k.

7. El anticuerpo, o un fragmento de unidén a antigeno del mismo, para el uso de la reivindicacién 6, donde la regién
constante de cadena ligera k humana comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 13.

8. El anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, para el uso de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-3, donde el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, comprende ademas una
region constante de IgG4 humana, y una region constante de cadena ligera k humana.

9. El anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, para el uso de la reivindicacién 8, donde la regién
constante de IgG4 humana comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 12, y la region constante de
cadena ligera kK humana comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 13.

10. El anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, para el uso de una cualquiera de las
reivindicaciones previas, donde el anticuerpo comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 14.

11. El anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, para el uso de una cualquiera de las
reivindicaciones previas, donde

el anticuerpo comprende una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 15.

12. El anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, para el uso de una cualquiera de las
reivindicaciones previas, donde el anticuerpo comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 14, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 15.

13. El anticuerpo, o un fragmento de uniéon a antigeno del mismo, para el uso de una cualquiera de las
reivindicaciones previas, donde el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, mejora un parametro
6seo seleccionado del grupo que consiste en la densidad de volumen 6seo (BV/TV), la superficie 6sea total (BS), la
densidad superficial ésea (BS/BV), el numero trabecular (Tb.N), el espesor trabecular (Tb.Th), el espaciado
trabecular (Tb.Sp) y el volumen total (Dens TV).

14. El anticuerpo, o un fragmento de unidon a antigeno del mismo, para el uso de una cualquiera de las
reivindicaciones previas, donde el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, inhibe la resorcién ésea.

15. El anticuerpo, o un fragmento de unidon a antigeno del mismo, para el uso de una cualquiera de las
reivindicaciones previas, donde el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, reduce un biomarcador
de resorcion 6sea en suero seleccionado del grupo que consiste en hidroxiprolina urinaria, piridinolina total urinaria
(PYD), desoxipiridinolina libre urinaria (DPD), N-telopéptido reticulado de colageno de tipo | urinario (NTX), C-
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telopéptido reticulado de colageno de tipo | urinario o en suero (CTX), sialoproteina 6sea (BSP), osteopontina (OPN)
y fosfatasa &cida 5b resistente a tartrato (TRAP).

16. El anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, para el uso de una cualquiera de las
reivindicaciones previas, donde el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, aumenta un biomarcador
de deposicion 6sea en suero seleccionado del grupo que consiste en fosfatasa alcalina total, fosfatasa alcalina
especifica de hueso, osteocalcina y procolageno de tipo | (C-terminal/N-terminal).

17. El anticuerpo, o un fragmento de unidon a antigeno del mismo, para el uso de una cualquiera de las
reivindicaciones previas, donde el anticuerpo, o fragmento de union a antigeno del mismo, promueve la deposicion
Osea.

18. El anticuerpo, o un fragmento de uniéon a antigeno del mismo, para el uso de una cualquiera de las
reivindicaciones previas, donde el anticuerpo, o fragmento de union a antigeno del mismo, mejora la funciéon de un
6rgano no esqueletal afectado por la Ol seleccionado del grupo que consiste en funcién auditiva, funcién pulmonar y
funcion renal.

19. El anticuerpo, o un fragmento de unioén a antigeno del mismo, para el uso de la reivindicacion 1, donde dicho
anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, se usa en combinacién con al menos un agente
terapéutico.

20. El anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, para el uso de la reivindicacién 19, donde el al
menos un agente terapéutico se selecciona del grupo que consiste en un bisfosfonato, un analogo de hormona
paratiroide, calcitonina y un modulador del receptor de estrégeno selectivo (SERM).

21. El anticuerpo, o un fragmento de unioén a antigeno del mismo, para el uso de la reivindicacién 19 o 20, donde el
al menos un agente terapéutico es un analogo de hormona paratiroide.
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