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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para modular la pigmentacién de la piel

La presente invencion se refiere a composiciones y métodos Utiles para estudiar o modular la pigmentacion de
melanina en la piel. La invencion se refiere a composiciones capaces de modular la transferencia de melanina de
melanocitos a queratinocitos y potencialmente de queratinocitos a queratinocitos, y a los métodos para modular la
pigmentacion de la piel conforme a las reivindicaciones.

Los melanocitos son células procedentes de la cresta neural distribuidas a lo largo de la capa basal de la epidermis y
el bulbo piloso. Estas células sintetizan el pigmento melanina dentro de organulos especificos de melanocitos unicos
llamados melanosomas. Para que la piel y el cabello se pigmenten, esta melanina debe transferirse de los
melanocitos a los queratinocitos adyacentes. El color de la piel y el pelo/lana/piel de los mamiferos se determina por
la cantidad y calidad de la melanina (eumelanina marrén/negra o feomelanina roja/amarilla) en un proceso que
involucra una gran cantidad de etapas reguladas en varios puntos de control por una gama de diferentes moléculas
y compuestos. Las ultimas dos décadas han visto un gran avance en nuestros centros de conocimiento sobre como
se controla, un interés clinico/cosmético principal ya que este proceso controla por ultimo el nivel de pigmentacion
percibido en la superficie de la piel y a lo largo de la fibra capilar.

En esta solicitud se describe un nuevo mecanismo que controla la transferencia de melanina desde los melanocitos
cutaneos humanos a los queratinocitos cutaneos humanos. Este mecanismo implica la accién de BMP6, que
estimula este proceso en funcion de la dosis.

Las proteinas morfogenéticas 6seas (BMP) son moléculas de sefializacién segregadas que pertenecen a la
superfamilia de TGF-B. Desempefan funciones importantes en la proliferacién, diferenciacion, motilidad, adherencia
y muerte celular de las células (Hogan, 1996). Hasta la fecha, se han descrito mas de 20 miembros distintos de la
familia de BMP, y cada uno ejerce su actividad biolégica mediante la interaccion con receptores especificos de BMP
(Wozney et al., 1988). La sefalizacion de BMP opera en multiples niveles segun el tipo de BMP, la presencia de
antagonista(s), la etapa de desarrollo del tejido objetivo y el tipo de receptor de dianocito (Botchkarev 2003). Las
BMP se unen a dos familias de receptores transmembrana, receptor BMP multiple (BMPR) | y un solo BMPRII
(Hogan 1996). Curiosamente, para iniciar la sefializacion, BMP tiene que unirse a ambos receptores, produciendo la
fosforilacion de un dominio intracelular en BMPRI y BMP-RII y activar la transduccién de sefiales intracelular.

Las BMP son potentes reguladores del desarrollo cutaneo, y también desempefian funciones importantes en el
control de la homeostasis epidérmica, el crecimiento del foliculo piloso y la melanogénesis en la piel normal posnatal
(Botchkarev 2003). Los melanocitos son células procedentes de la cresta neural que migran a la epidermis y los
foliculos pilosos durante la embriogénesis y posteriormente sintetizan y distribuyen melanina a los queratinocitos
circundantes (Halaban et al. 2003). Curiosamente, hay varios receptores BMPRI, BMPRIA (ALK3; Seq ID 4),
BMPRIB (ALK6; Seq ID 2) y ActR-l (ALK2) (Kawabata et al, 1998) y en las células precursoras neurales la
sefializacion a través de ALK3 induce su proliferacion, mientras que ALK6 induce su diferenciacion (Panchision et
al., 2001), lo que sugiere que la expresion del receptor determina el efecto BMP en las células.

El grupo Gilchrest demostré por primera vez la funcién de BMP4 en la biologia de los melanocitos en un estudio que
demuestra que este miembro particular de la familia de BMP actué como un inhibidor autocrino de melanogénesis en
melanocitos humanos normales al inhibir la expresion y la actividad de la enzima limitadora de la velocidad
(tirosinasa) en melanocitos (Yaar et al., 2006). EI documento WO03/086313 describe métodos para el aclaramiento
de la piel y el cabello en relacion con BMP4.

Sin embargo, la participacion de otras proteinas BMP en la biologia de los melanocitos (p. €j., melanogénesis y/o
transferencia de melanina) no se ha descrito hasta el momento. Si bien se sabe mucho sobre la regulacién de la
melanogénesis (es decir, la sintesis de melanina) en los melanocitos, nuestro conocimiento de cémo los
melanosomas se transfieren de los melanocitos a los queratinocitos es aun muy limitado. Ademas de la funcion de la
citofagocitosis, hay cada vez mas pruebas que apoyan la transferencia de melanosomas a través de filopodios que
pueden interactuar con la membrana plasmatica de queratinocitos (Scott et al., 2002, Singh ef al, 2008).
Curiosamente, las estructuras consistentes con filopodios que surgen de los lados y puntas de las dendritas de
melanocitos y que contienen melanosomas dentro de su luminaria, ya se han descrito en la piel humana in situ, asi
como in vitro (Scott et al., 2002).

Segun un primer aspecto de la presente invencioén, se proporciona el uso de BMP6, o un fragmento, o una de sus
variantes donde dicha variante tiene al menos 70% de identidad de secuencia con BMP6 humana, y en donde el
fragmento comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo del grupo consistente en los
aminoacidos 374-513 de la SEQ. ID. n°: 1, los aminoacidos 382-513 de la SEQ. ID. n°: 1, los aminoacidos 388-513
de la SEQ. ID. n% 1y los aminoacidos 412-513 de la SEQ. ID. n° 1 y en donde dicho fragmento o variante presenta
la capacidad para aumentar la melanogénesis o la transferencia de melanina, para aumentar la pigmentacion de la
melanina del cabello de un sujeto.

Para modular la pigmentacion de la piel, existen dos enfoques principales: la modulacién de la melanogénesis y la
modulacién de la transferencia de melanina. La presente invencién puede implicar uno, otro o ambos de estos
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enfoques. Sin embargo, los métodos que modulan la transferencia de melanina son de particular interés ya que los
presentes inventores han descubierto que la transferencia de melanina puede ser dirigida eficazmente. Dado que se
trata de un proceso mas "aguas abajo" que la melanogénesis, es un objetivo mas atractivo en lo que se refiere a
evitar efectos secundarios.

Esto es util para el aclaramiento cosmético de la piel y/o el aclaramiento u oscurecimiento del color del cabello
mediante la modulacion del nivel de pigmentacion de melanina de la piel y/o el cabello.

Por consiguiente, la invencion también proporciona el uso de una composicién que comprende esclerostina
antagonista de BMPS, la proteina cordinoide o la relacionada con la folistatina (FSRP) para reducir la pigmentacion
de la piel y/o el cabello de un sujeto y (reivindicacién 12) un método cosmético de aclaramiento del color de la piel
y/o el cabello al reducir el nivel de pigmentacion de la piel y/o el cabello por la melanina, comprendiendo el método
administrar a un sujeto una composicion que comprende la esclerostina antagonista de BMP6, la proteina cordinoide
o relacionada con la folistatina (FSRP).

Ademas se proporciona un método cosmético de oscurecimiento del color del cabello al aumentar el nivel de
pigmentacion de la melanina del cabello, comprendiendo el método administrar a un sujeto una composicién que
comprende BMP6, o un fragmento o variante de la misma, donde dicha variante tiene al menos 70% de identidad de
secuencia con BMP6 humana, y donde el fragmento comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo del grupo consistente en los aminoacidos 374-513 de la SEQ. ID. n°% 1, los aminoacidos 382-513 de la SEQ.
ID. n°% 1, los aminoéacidos 388-513 de la SEQ. ID. n°: 1 y los aminoacidos 412-513 de la SEQ. ID. n°: 1 y en donde
dicho fragmento o variante presenta la capacidad para aumentar la melanogénesis o la transferencia de melanina.

Es bien sabido que la melanina protege la piel de muchos de los efectos dafiinos de la radiacion ultravioleta. Por
consiguiente, el aumento de la cantidad de melanina en la piel de un sujeto puede ser importante para reducir el
dafo producido por la luz solar, p. €]. la mutacion de una célula que podria provocar cancer o un envejecimiento
prematuro.

Por lo tanto, la invencion también proporciona BMP6, o un fragmento o variante de la misma, donde dicha variante
tiene al menos 70% de identidad de secuencia con BMP6 humana, y en donde el fragmento comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo del grupo consistente en los aminoacidos 374-513 de la SEQ. ID.
n°: 1, los aminoacidos 382-513 de la SEQ. ID. n° 1, los aminoacidos 388-513 de la SEQ. ID. n° 1y los aminoacidos
412-513 de la SEQ. ID. n° 1 y en donde dicho fragmento o variante presenta la capacidad para aumentar la
melanogénesis o la transferencia de melanina, para utilizacion en un método de aumento de la pigmentacion de la
piel de un sujeto por la melanina.

En otra alternativa, la invencién proporciona composiciones para usar en el tratamiento de una afeccién asociada a
una pigmentacion anormal de la piel segun las reivindicaciones. Dicho tratamiento puede ser curativo o puede
usarse para sintomas de lesion. Las enfermedades o afecciones asociadas a la pigmentacion alterada de la piel que
podrian tratarse incluyen hiperpigmentacion (p. €j., melasma, cloasma, lentigo senil, lentigo solar, efélides,
hiperpigmentacién posinflamatoria) e hipopigmentacion (p. €j., vitiligo e hipopigmentacion posinflamatoria) y pérdida
de pigmentacion como resultado de dafos en la piel.

Por lo tanto, la invencion también proporciona BMP6, o un fragmento o variante de la misma, donde dicha variante
tiene al menos 70% de identidad de secuencia con BMP6 humana, y en donde el fragmento comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo del grupo consistente en los aminoacidos 374-513 de la SEQ. ID.
n°: 1, los aminoacidos 382-513 de la SEQ. ID. n° 1, los aminoacidos 388-513 de la SEQ. ID. n° 1y los aminoacidos
412-513 de la SEQ. ID. n° 1 y en donde dicho fragmento o variante presenta la capacidad para aumentar la
melanogénesis o la transferencia de melanina, para utilizacion en un método de tratamiento de hipopigmentacion de
la piel para utilizar en un método de tratamiento de vitiligo.

Ademas, la invenciéon también proporciona una composicion que comprende esclerostina, proteina cordinoide o
relacionada con folistatina, para su utilizaciéon en un método de tratamiento de hiperpigmentacion de la piel.

En una realizacion preferida de la presente invencion la composicién se aplica a la superficie externa de la piel y/o
del cabello de un sujeto.

En una realizacion, la presente invencién implica la aplicacion de una composicién que comprende un polipéptido de
BMP6 (numero de ingreso NM_001718; Seq ID 1) o un fragmento o variante del mismo segun las reivindicaciones,
en donde dicho fragmento o variante es funcionalmente activo.

En particular, “activo” en este contexto puede significar la capacidad para estimular la transferencia de melanina
desde los melanocitos a los queratinocitos en los ensayos descritos anteriormente.

Un fragmento o variante de BMP6 "funcionalmente activo" muestra la capacidad de aumentar la melanogénesis o la
transferencia de melanina segun se determina mediante los ensayos que se describen mas adelante. La actividad
funcional de las proteinas BMP6, las variantes y los fragmentos pueden analizarse mediante diversos métodos
conocidos por los expertos en la técnica (Current Protocols in Protein Science (1998), Coligan et al., eds., John
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Wiley & Sons, Inc., Somerset, Nueva Jersey) y como se explica mas adelante.

Para los fines en la presente memoria, los fragmentos funcionalmente activos pueden incluir los fragmentos que
comprenden uno o mas dominios estructurales de un BMP6, como un dominio de unién, siempre que dicho dominio
sea capaz de la actividad deseada. Los dominios de proteinas se pueden identificar utilizando el programa PFAM
(Bateman A., et al., Nucleic Acids Res., 1999, 27: 260-2).

El fragmento o variante funcionalmente activo incluye polipéptidos BMP6 biotecnologicas y fragmentos
funcionalmente activos o variantes de los mismos, incluidos los codificados por un acido nucleico que codifica BMP6.

El polipéptido BMP6 funcionalmente activo podria abarcar tedricamente la proteina precursora de BMP6 (niumero de
ingreso P22004) (SEC ID 1). Se cree que el polipéptido BMP6 maduro incluye los aminoacidos 374-513 del mismo.

Los fragmentos funcionalmente activos comprenden los aminoacidos 382-513, 388-513 y 412-513 del precursor de
BMP6 (SEC ID 1).

La expresiéon " acido nucleico que codifica BMP 6" se refiere a una molécula de ADN o ARN que codifica un
polipéptido BMP6.

Preferiblemente, el polipéptido BMP6 o acido nucleico o variante o fragmento del mismo es de un ser humano, pero
también puede ser un homadlogo o derivado del mismo.

Dicha variante tiene al menos 70% de identidad de secuencia, preferiblemente al menos 80%, mas preferiblemente
85%, aun mas preferiblemente 90%, y lo mas preferiblemente al menos 95% de identidad de secuencia con BMP6
humana o la secuencia que codifica BMP6 (NM 001718).

Como se usa en la presente memoria, "porcentaje (%) de identidad de secuencia" con respecto a una secuencia del
asunto, o una porcidon especifica de una secuencia del asunto, se define como el porcentaje de nucleotidos o
aminoacidos en la secuencia del derivado experimental idéntica a los nucleétidos o aminoacidos en la secuencia del
asunto (o parte especifica de la misma), después de alinear las secuencias e introducir espacios, si es necesario
para lograr el porcentaje maximo de identidad de secuencia, segun lo generado por el programa WU-BLAST-2. 0al9
(Altschul et al., J. Mol. Biol. (1997) 215: 403-410) con todos los parametros de busqueda establecidos en los valores
predeterminados. Los parametros HSP S y HSP S2 son valores dinamicos y los establece el propio programa en
funcién de la composicion de cada secuencia y la composicion de la base de datos concreta frente a la que se busca
la secuencia de interés. Un% de valor de identidad se determina por el nimero de nucleétidos o aminoacidos
idénticos coincidentes dividido por la longitud de la secuencia para la cual se comunica el porcentaje de identidad. El
"porcentaje (%) de similitud de secuencia de aminoacidos" se determina haciendo el mismo calculo que para
determinar el% de identidad de secuencia de aminoacidos, pero incluyendo sustituciones conservadoras de
aminoacidos ademas de aminoacidos idénticos en el calculo.

Una sustitucion conservadora de aminoacidos es aquella en la que un aminoacido se sustituye por otro aminoacido
que tiene propiedades similares, de modo que el plegamiento o la actividad de la proteina no se ve
significativamente afectado. Los aminoacidos aromaticos que pueden sustituirse entre si son fenilalanina, triptéfano
y tirosina; los aminoacidos hidréfobos intercambiables son leucina, isoleucina, metionina y valina; los aminoacidos
polares intercambiables son glutamina y asparagina; los aminoacidos basicos intercambiables son arginina, lisina e
histidina; los aminoacidos acidos intercambiables son acido aspartico y acido glutamico; y los pequefios aminoacidos
intercambiables son alanina, serina, treonina, cisteina y glicina.

Alternativamente, el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman proporciona una alineacion para las
secuencias de acido nucleico (Smith y Waterman, 1981, Advances in Applied Mathematics 2: 482-489; base de
datos: European Bioinformatics Institute; Smith y Waterman, 1981, J. of Molec. Biol., 147: 195-197; Nicholas et al.,
1998, "A tutorial on Searching Sequence Databases and Sequence Scoring Methods" (www.psc.edu) y referencias
citadas en ésta; W. R. Pearson, 1991, Genomics 11 : 635-650). Este algoritmo puede aplicarse a las secuencias de
aminoacidos utilizando la matriz de puntuacién desarrollada por Dayhoff (Dayhoff: Atlas of Proteins Sequences and
Structure, M. O. Dayhoff ed., 5 supl. 3: 353-358, National Biomedical Research Foundation, Washington, D.C.,
EE.UU.), y normalizada por Gribskov (Gribskov 1986 Nucl. Acids Res. 14 (6): 6745-6763). El algoritmo de Smith-
Waterman se puede emplear donde los parametros predeterminados se usan para la puntuacion (por ejemplo,
penalizacion de 12 por apertura de hueco, penalizacion de dos por ampliacion de hueco). De los datos generados, el
valor de "Coincidencia" refleja la "identidad de secuencia”.

Las moléculas de acido nucleico modificadas de las moléculas del presente acido nucleico incluyen secuencias que
se hibridan con la secuencia de acido nucleico que codifica BMP6. La severidad de hibridacion puede controlarse
mediante la temperatura, la fuerza idnica, el pH y la presencia de agentes desnaturalizantes como la formamida
durante la hibridacién y el lavado. Las condiciones usadas de forma rutinaria se exponen en textos de
procedimientos facilmente disponibles (p. ej. Current Protocol in Molecular Biology, vol. 1, cap. 2.10, John Wiley &
Sons, Publishers (1994); Sambrook et al., Molecular Cloning, Cold Spring Harbor (1989)).

En algunas realizaciones, una molécula de acido nucleico de la invencion es capaz de hibridarse a una molécula de
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acido nucleico que contiene la secuencia de nucleétidos de una BMP6 en condiciones de hibridaciéon de alta
severidad que son: prehibridacion de filtros que contienen acido nucleico durante 8 horas a toda la noche a 65°C en
una solucién que comprende 6 x citrato de concentracion unica (SSC) (1 x SSC es NaCl 0,15 M, citrato Na 0,015 M;
pH 7,0), 5 x solucién de Denhardt, pirofosfato de sodio al 0,05% y 100 g/ml de ADN de esperma de arenque;
hibridaciéon durante 18-20 horas a 65°C en una solucion que contiene 6 x SSC, 1 x solucion de Denhardt, 100 pug/ml
de ARNt de levadura y pirofosfato de sodio al 0,05%; y lavado de los filtros a 65°C durante 1 hora en una solucion
que contiene 0,1 x SSC y SDS al 0,1% (dodecilsulfato de sodio).

En otras realizaciones, se usan condiciones de hibridacién moderadamente severas tales como: pretratamiento de
filtros que contienen acido nucleico durante 6 horas a 40°C en una solucién que contiene formamida al 35%, 5 x
SSC, Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), EDTA5 mM, PVP al 0,1%, Ficoll al 0,1%, BSA al 1% y 500 ug/ml de ADN de
esperma de salmoén desnaturalizado; hibridacién durante 18-20 h a 40°C en una solucién que contiene formamida al
35%, 5 x SSC, Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), EDTA 5 mM, PVP al 0,02%, Ficoll al 0,02%, BSA al 0,2%, 100 pug/ml de
ADN de esperma de salmoén y 10% (peso/vol) de sulfato de dextrano; seguido de lavado dos veces durante 1 hora a
55°C en una solucién que contiene 2 x SSC y SDS al 0,1%.

Alternativamente, se pueden usar condiciones de baja severidad tales como: incubacion durante 8 horas a toda la
noche a 37°C en una solucién que comprende formamida al 20%, 5 x SSC, fosfato de sodio 50 mM (pH 7,6), 5 x
solucion de Denhardt, 10% de sulfato de dextrano y 20 pg/ml de ADN de esperma de salmén, cortado y
desnaturalizado; hibridacion en el mismo amortiguador durante 18 a 20 horas; y lavado de filiros en 1 x SSC a
aproximadamente 37°C durante 1 hora.

En otra realizacion, la invencién implica una composiciéon que comprende un compuesto capaz de unirse a BMP6 e
inactivarlo segun las reivindicaciones.

Los polipéptidos de la presente invencién pueden usarse con o sin modificacion.

En otra realizacion la invencion proporciona el uso de una molécula de ARN capaz de interaccion complementaria
dirigida o interferencia de ARN frente al ARNm que codifica ALK6 o Cdc42. Por ejemplo, una molécula de ARNi
adecuada para dirigir ARNm de Cdc42 puede ser

oligorribonucleodtidos 5-GAUAACUCACCACUGUCCATT-3' y
5-UGGACAGUGGUGAGUUAUCTT-3’; u
oligorribonucleoétidos 5'-GACUCCUUUCUUGCUUGUUTT-3’y

5"-AACAAGCAAGAAAGGAGUCTT-3' pueden usarse para inhibir Cdc42, u otra secuencia apropiada y especifica.
Esta dentro de los conocimientos del experto en la técnica determinar otras secuencias adecuadas que presentarian
ARNi frente a ARNm de ALK6 o Cdc42.

El ARNi es el proceso de silenciamiento génico tras la transcripcion especifico de secuencia en animales y plantas,
iniciado por un ARN bicatenario (ARNbc) que es homdlogo en secuencia al gen silenciado. Se conocen en la técnica
métodos relacionados con el uso de RNAI para silenciar genes en C. elegans, Drosophila, plantas y seres humanos
(Fire A., et al., 1998 Nature 391: 806-811; Fire, A. Trends Genet. 15, 358-363 (1999); Sharp, P. A. RNA interference
2001. Genes Dev. 15, 485-490 (2001); Hammond, S. M., et al., Nature Rev. Genet. 2, 110-1119 (2001); Tuschl, T.
Chem. Biochem. 2, 239-245 (2001); Hamilton, A. et al., Science 286, 950-952 (1999); Hammond, S. M., et al., Nature
404, 293-296 (2000); Zamore, P. D., et al., Cell 101, 25-33 (2000); Bernstein, E., et al., Nature 409, 363-366 (2001);
Elbashir, S. M., et al., Genes Dev. 15, 188-200 (2001); documentos W00129058; W09932619; Elbashir S. M., et al.,
2001 Nature 411: 494-498; Novina C. D. y Sharp P. 2004 Nature 430: 161-164; Soutschek J. ef al. 2004 Nature 432:
173-178).

Los moduladores de acido nucleico se usan generalmente como reactivos de investigacion, diagndstico y
terapéuticos. Por ejemplo, los oligonucleétidos complementarios, que son capaces de inhibir la expresion génica con
una especificidad exquisita, se usan a menudo para dilucidar la funcién de determinados genes (véase, por ejemplo,
la patente de EE.UU. n°® 6.165.790). Los moduladores de acido nucleico también se utilizan, por ejemplo, para
distinguir entre las funciones de varios miembros de una ruta biolégica. Por ejemplo, se han empleado oligdmeros
complementarios como restos terapéuticos en el tratamiento de condiciones patolégicas en animales y en el hombre
y se ha demostrado en numerosos ensayos clinicos que son seguros y eficaces (Milligan J. F., et al.,, Current
Concepts in Antisense Drug Design, J. Med. Chem. (1993) 36: 1923-1937; Tonkinson J. L. et al, Antisense
Oligodeoxynucleotides as Clinical Therapeutic Agents, Cancer Invest. (1996) 14: 54-65).

En una realizacion preferida de la presente invencion, la sustancia es un antagonista de BMP6. Algunos
antagonistas de BMP6 que pueden ser adecuados para su uso en la presente invencion incluyen esclerostina,
proteina cordinoide y relacionada con folistatina (FSRP). En una realizacion particularmente preferida, el antagonista
es esclerostina (SEC ID 3).

Los antagonistas de ALK6 pueden inhibir la transferencia de melanina de los melanocitos a los queratinocitos,
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reduciendo asi la pigmentacién de la piel y/o el cabello. Por otra parte, los agonistas de ALK6 pueden ser capaces
de mejorar la transferencia de melanina de los melanocitos a los queratinocitos, aumentando asi la pigmentacion de
la piel y el cabello. Ambos de estos efectos pueden ser deseables desde un punto de vista cosmético y, ademas,
puede haber beneficios médicos de dicho efecto. Por ejemplo, actualmente es deseable en Europa occidental y en
los Estados Unidos (y en otros lugares) tener un aspecto bronceado al sol por razones cosméticas. En algunos
paises de Asia es deseable tener un aspecto relativamente palido por razones cosméticas. Ademas, dado que la
melanina esta involucrada en la proteccion de la piel de los efectos dafiinos del sol, puede ser deseable aumentar el
contenido en melanina de la piel desde un punto de vista protector.

Se prefiere que el sujeto sea un mamifero, preferiblemente un primate y especialmente un ser humano.

Como se describié anteriormente, la presente invencién proporciona una composicién que comprende una sustancia
capaz de modular la actividad o expresion de ALK6 o Cdc42 para su uso en la modulacion de la pigmentacion de la
piel y/o el cabello de un sujeto segun las reivindicaciones. Los detalles de las sustancias adecuadas se
proporcionaron anteriormente, y la modulaciéon puede ser con fines estéticos o terapéuticos.

También como se describié anteriormente, la invencion proporciona el uso de una composicién que comprende una
sustancia capaz de modular la actividad o expresion de ALK6 o Cdc42 en la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento de una enfermedad asociada a una pigmentacion anormal de la piel segun las reivindicaciones. Dicho
tratamiento puede ser curativo, o podria ser para disminuir los sintomas.

En general, es deseable que las composiciones segun la presente invencion sean adecuadas para la aplicacion
topica en la piel. Se puede emplear cualquier formulacién tépica corriente, tal como una solucion, suspension, gel,
crema, ungliento o pomada y similares. La preparacion de dichas formulaciones tépicas se describe en la técnica de
formulaciones farmacéuticas como se ejemplifica, por ejemplo, por Gennaro et al. (1995) Remington's
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing. Para aplicacion tépica, las composiciones también podrian administrarse
en forma de polvo o aerosol, particularmente en forma de aerosol.

También se describe un método para evaluar la capacidad de una sustancia para modular la transferencia de
melanina de un melanocito a un queratinocito o potencialmente de queratinocito a queratinocito, comprendiendo el
método las etapas siguientes:

- proporcionar una sustancia de ensayo; y
- determinar la capacidad de la sustancia de ensayo para interactuar con ALKG.

También se describe un método que implica determinar la capacidad de una sustancia para unirse a ALK6. La ALK6
puede estar en una célula, o puede proporcionarse en un soporte.

El método puede implicar proporcionar una célula que exprese ALK6 y determinar la capacidad de la sustancia de
ensayo para interactuar con la ALK6 expresada por dicha célula, especialmente ALK6 expresada en la superficie de
la célula.

La célula que expresa ALK6 puede ser un melanocito.

Al determinar la capacidad de una sustancia de ensayo para interactuar con ALKG, es posible identificar sustancias
que tienen el potencial de ser activas en la modulacion de la transferencia de melanina o la melanogénesis.

También se describe un método para determinar la capacidad de la sustancia de ensayo para modular la actividad
y/o la expresion de ALKG.

El método puede implicar determinar la capacidad de la sustancia de ensayo para activar ALK6, es decir, determinar
si la sustancia de ensayo es un agonista de ALKG.

El método puede implicar determinar la capacidad de la sustancia de ensayo para desactivar ALK6, es decir,
determinar si la sustancia de ensayo es un antagonista de ALKG.

Hay varias formas en las que el experto en la técnica podria determinar si una sustancia de ensayo es capaz de
modular la actividad de ALK6. Por ejemplo, es posible determinar el efecto de la sustancia de ensayo en las
moléculas de sefializacion aguas abajo que se efectian mediante la activacion de ALKG6. Alternativamente, seria
posible determinar el efecto de una sustancia de ensayo en la expresion de ARNm o proteinas que se efectdan
mediante la activacion de ALK6. Esto podria implicar determinar, por ejemplo, a) la seleccion de las R-Smad (Smad
reguladas por receptor, Smad-1, -5, -8) y su posterior fosforilacion al unirse a ALK6; b) bloqueo de la activacion de
R-Smad por Smad inhibidoras (1-Smads), p. €j. Smad 6 y 7; o c) degradacion selectiva de ALK6 por las Smurf
(factores reguladores de la ubiquitinacion de Smad).

También hay varias formas en las que el experto en la materia podria determinar la capacidad de una sustancia para
aumentar la expresion de ALK6. Por ejemplo, el experto en la materia podria determinar cuantitativamente las
concentraciones de ARNm de ALK6 en las células (p. ej. utilizando rtPCR cuantitativa), o podria determinar
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cuantitativamente la expresion de proteinas en la superficie de una célula (p. €j., utilizando técnicas de
inmunofluorescencia, ELISA, electroforesis bidimensional o métodos de espectrometria de masas).

El método puede implicar la etapa de determinar la capacidad de la sustancia de ensayo para interactuar con ALK6
al determinar el efecto de la sustancia de ensayo en la expresidon o activacion de Cdc42, preferiblemente la
expresion de Cdc42. Los métodos para determinar la expresion de Cdc42 incluyen medir la cantidad de proteina
Cdc42 en o sobre la célula, o determinar la cantidad de un precursor en la sintesis de la proteina Cdc42, por
ejemplo, el ARNm que codifica a Cdc42. Las técnicas requeridas para determinar el nivel de expresion de la proteina
Cdc42 o las concentraciones de ARNm de Cdc42 serian evidentes para el experto en la materia. Las técnicas para
determinar las concentraciones de proteinas pueden incluir la hibridaciéon northern, PCR con transcriptasa inversa,
PCR cuantitativa, chips de ADN o chips Affymetrix®.

En particular, la presente invencion se refiere a sustancias segun las reivindicaciones que son capaces de
interactuar con ALK6 de una manera que afecta a la melanogénesis o la transferencia de melanina. Por
consiguiente, es particularmente deseable determinar el efecto de una sustancia de ensayo sobre la melanogénesis
o la transferencia de melanina. Los métodos para lograr esto se detallan en la presente solicitud, por ejemplo,
determinando el efecto de una sustancia en el nimero de melanosomas transferidos desde un melanocito a un
queratinocito o potencialmente de queratinocito a queratinocito. Esto se puede lograr utilizando las técnicas de
inmunotincion descritas en la presente solicitud.

El método puede implicar la etapa de proporcionar BMP6. Al proporcionar BMP6 en el método, es posible determinar
que la capacidad de una sustancia de ensayo para modular la actividad de ALK6 es la presencia de su ligando
bioldgico. Dicho método puede ser mas relevante para las condiciones fisioldgicas, ya que evalla la capacidad de
un compuesto para interactuar con ALK6 en competencia con BMPG6.

También se describe un método para evaluar la capacidad de una sustancia para modular la transferencia de
melanina desde un melanocito a un queratinocito, o potencialmente de queratinocito a queratinocito, comprendiendo
el método las etapas siguientes:

- proporcionar una sustancia de ensayo;

- proporcionar una célula que expresa Cdc42; y

- determinar la capacidad de la sustancia de ensayo para modular la actividad y/o expresion de Cdc42.

La célula que expresa Cdc42 puede ser un melanocito o un queratinocito, mas preferiblemente un melanocito.

El método puede involucrar la comparacion de la actividad y/o la expresion de Cdc42 en una célula tratada con la
sustancia de ensayo con la actividad y/o la expresion de Cdc42 en una célula de referencia.

El nivel de expresion de Cdc42 puede determinarse por muchos métodos evidentes para el experto en la técnica. En
realizaciones de la presente invencion, la expresion puede determinarse usando inmunofluorescencia, transferencia
western o determinando el nivel de ARNm de Cdc42. Como se mencioné anteriormente, otros métodos adecuados
serian evidentes para el experto en la materia.

Las realizaciones de la presente invencion se describiran ahora, solo a modo de ejemplo, con referencia a los
dibujos adjuntos en los que:

- Las figuras 1A y B muestran los resultados de la evaluacion de queratinocitos epidérmicos y la citotoxicidad de
melanocitos epidérmicos para la incubacién de BMP6 in vitro.

A. El cultivo de queratinocitos epidérmicos humanos normales (mujer-68; p2) se traté durante 24 h, 48 hy 72 h con
10 ng/ml y 100 ng/ml de BMP6.

B. Cultivos de melanocitos epidérmicos humanos normales (i) mujer-68; p4 y (ii) mujer-42; las p3 se trataron 72 h
con 10 ng/ml y 100 ng/ml de BMP6. La citotoxicidad se evalué por muerte celular y el cambio citopatolégico en la
morfologia. No se observan efectos citotoxicos.

- Las figuras 2 A y B muestran los resultados de la deteccién de la expresion de proteinas BMP6 y ALK6 en
melanocitos epidérmicos humanos normales.

A. Doble inmunomarcaje para (i) BMP6 (verde); (ii) tirosinasa (rojo) y (iii) imagen combinada de BMP6 y tirosinasa,
confirmando la expresion de la proteina BMP6 en melanocitos epidérmicos humanos (F39-MC). (iv) muestra la
imagen de campo brillante correspondiente.

B. Doble inmunomarcaje para (i) BMP6 (verde), (ii) ALK6 (rojo) y (iii) que muestra la colocalizacion de BMP6 y ALK6
(amarillo) en melanocitos epidérmicos humanos (F39-MC). (iv) muestra la imagen de campo brillante
correspondiente.
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- Las figuras 3 A y B muestran los resultados del analisis cuantitativo de la transferencia de melanosoma estimulada
por BMP6 dependiente de la dosis en el cultivo epidérmico conjunto de melanocitos-queratinocitos.

A. Se realizé6 doble inmunofluorescencia en cultivos conjuntos de melanocitos y queratinocitos (F39 MC-KC)
estimulados con concentraciones crecientes de BMP-6 durante 24 h (1, 10, 50, 100 y 500 ng/ml). El doble
inmunomarcaje con anticuerpo anti-gp100 (verde) y anticuerpo anti-citoqueratina (rojo) mostré un marcado aumento
dependiente de la dosis en el numero de manchas fluorescentes transferidas a queratinocitos. Los nucleos se
tiferon con DAPI.

B. Cuantificaciéon de melanosomas transferidos en cinco campos microscopicos seleccionados al azar (total de 20
células por campo) para cada uno de los diferentes grupos de tratamiento. Los valores se expresaron en aumento
en porcentaje en el numero de manchas positivas a gp100 por queratinocito en comparacion con los niveles de
referencia no estimulados. Los promedios son + SEM de tres experimentos independientes con * = P <0,05, ** = P
<0,01, y *** =P <0,001.

- Las figuras 4 A y B muestran el resultado y el experimento para determinar si BMP6 aumenta la expresion de
Cdc42 y ALKEG (el receptor de BMP6) en melanocitos epidérmicos. Analisis por RT-PCR de la expresion del ARNm
de Cdc42 en cultivos de melanocitos epidérmicos humanos normales (mujer 39 afios-MC).

A. 100 ng/ml de tratamiento con BMP6 para los tiempos indicados.

B. Tratamiento con BMP6 durante 2 h con las dosis indicadas. EIl ARNm de Cdc42 se detect6é por RT-PCR. Se utilizd
GAPDH como patron interno para una carga comparable.

C. Los cultivos de melanocitos epidérmicos humanos normales (mujer 42 afios-EM) se trataron durante 12 h con o
sin 100 ng/ml de BMP6. Inmunomarcaje para ALK6 (verde) y que muestra un aumento en la expresion de ALK6 bajo
la influencia de (ii)) BMP6 en comparacion con (i) patrén sin tratar. Imagen de campo brillante correspondiente
(cuadro inferior).

Las figuras 5 A y B, y el suplemento-1 muestran los resultados de un experimento que demuestra que la induccion
de la expresion de Cdc42 aumenta la formacion de filopodios dorsales y la transferencia de melanosomas.

A. La superficie dorsal de las células FM55 transfectadas con (ii) GFP-Cdc42 humana constitutivamente activa (CA)
(61 L) conduce a un aumento masivo en las cantidades de filopodios dorsales y las células transfectadas con (iii)
GFP-Cdc42 (15A) humana dominante negativa (DN) inhibié los filopodios dorsales en comparacion con los filopodios
en presencia (i) de GFP sola. Vista con mayor potencia de la region encuadrada (cuadro inferior). Imagenes de SEM
generadas utilizando la emisién de campo SEM (FEI, Quanta 400) a un voltaje de aceleracion de 10 keV.

B. (Cuadro izquierdo) Se realizé inmunofluorescencia doble en cultivos conjuntos de células FM55 y queratinocitos
transfectados. (i) GFP sola en FM55 y queratinocitos (i) GFP-Cdc42(61L) humana constitutivamente activa (CA) en
FM55 y queratinocitos y (iii) cultivos conjuntos de GFP-Cdc42 (15A) humana negativa dominante (ND) en FM55 y
queratinocitos. El doble inmunomarcaje con anticuerpo anti-gp100 (verde) y anticuerpo anti-citoqueratina (rojo) puso
de manifiesto un claro aumento en el nimero de manchas fluorescentes transferidas a los queratinocitos en
presencia de diferentes montajes. Los nucleos se tifieron con DAPI.

B. (Cuadro derecho) Cuantificacion de melanosomas transferidos en cinco campos microscépicos seleccionados al
azar (total 20 células por campo) para cada uno de los diferentes grupos de tratamiento. Los valores se expresaron
como un aumento en porcentaje en el numero de manchas positivas a gp100 por queratinocito en comparacion con
los niveles de referencia no estimulados. Los promedios son + SEM de tres experimentos independientes con, *** P
<0,001.

Suplemento 1: La seleccién de células FM55 transfectadas se confirmd mediante la expresion de GFP (verde). Para
confirmar la identidad melanocitica, las células transfectadas se inmunomarcaron con anti-HMB-45/gp100 especifico
de melanocitos (rojo). Los nucleos se tifieron con DAPI.

- Las figuras 6 A y B muestran los resultados de un experimento que demuestra la inhibicion de la transferencia de
melanosomas inducida por BMP6 utilizando un antagonista selectivo de BMP6 (Esclerostina)

A. Se realizé doble inmunofluorescencia en cultivos conjuntos de melanocitos y queratinocitos emparejados (mujer
36 afios MC-KC) en presencia o ausencia de BMP6 humana biotecnoldgica (100 ng/ml) con o sin adicién de su
antagonista selectivo, Esclerostina humana biotecnoldgica (400 ng/ml) durante 24 h. El doble inmunomarcaje con
anticuerpo anti-gp100 (verde) y anticuerpo anti-citoqueratina (rojo) puso de manifiesto un claro aumento en el
numero de manchas fluorescentes transferidas a los queratinocitos en presencia de BMP6 en comparacién con los
niveles iniciales, que disminuyé notablemente cuando el antagonista selectivo esclerostina se afiadio al cultivo
conjunto. Los nucleos se tifieron con DAPI.

B. Cuantificacién de melanosomas transferidos en cinco campos microscopicos seleccionados al azar (total de 20
células por campo) para cada uno de los diferentes grupos de tratamiento. Los valores se expresaron en aumento
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de porcentaje en el numero de manchas positivas a gp100 por queratinocito en comparacion con los niveles de
referencia no estimulados. Los promedios son + SEM de tres experimentos independientes con ** P <0,01, *** P
<0,001.

- Las figuras 7 A y B muestran los resultados de un experimento que demuestra la inhibicion de la expresion del
receptor Cdc42 y ALKG6 inducida por BMP6 utilizando un antagonista selectivo de BMP6 (esclerostina)

A. Analisis por RT-PCR de la expresion del ARNm de Cdc42:

Melanocitos epidérmicos humanos normales (Mujer 42 afios-EM) cultivados en presencia o ausencia de BMP6
humana biotecnolégica (100 ng/ml) con o sin adicion de su antagonista selectivo, esclerostina humana
biotecnoldgica (400 ng/ml) durante 2 h. EIl ARNm de Cdc42 se detecté por RT-PCR y se us6 GAPDH como patron
interno para una carga comparable.

B. Cultivos de melanocitos epidérmicos humanos normales (Mujer 42 afios-EM) en presencia o ausencia de BMP6
humana biotecnolégica (100 ng/ml) con o sin adicion de su antagonista selectivo, esclerostina humana
biotecnoldgica (400 ng/ml) durante 12 h. Inmunomarcaje para ALK6 (verde) y que muestra la inhibicion de la
expresion de ALKG6 inducida por BMP6 bajo la influencia de esclerostina. Imagen de campo brillante correspondiente
(cuadro inferior).

- La figura 8 muestra los resultados de un experimento que demuestra la inhibicion de la formacion de filopodios
inducida por BMP6 utilizando un antagonista selectivo de BMP6 (esclerostina). Melanocitos epidérmicos humanos
normales (Mujer 42 afios-EM) cultivados en presencia o ausencia de BMP6 humana biotecnoldgica (100 ng/ml) con
o sin adiciéon de su antagonista selectivo, esclerostina humana biotecnoldgica (400 ng/ml) durante 72 h. Imagenes
SEM generadas utilizando la emision de campo SEM (FEI, Quanta 400) a un voltaje acelerador de 10 keV.

- Las figuras 9 A, B y C muestran los resultados de un experimento que demuestra el efecto de BMP6 sobre la
melanogénesis epidérmica humana, la actividad de tirosinasa y la expresion de tirosinasa a concentraciones de
ARNm y proteinas.

A. Se trataron melanocitos epidérmicos humanos normales (F62; p4) en presencia o ausencia de BMP6 humana
biotecnoldgica (100 ng/ml) con o sin la adicion de su antagonista selectivo, esclerostina humana biotecnolégica (400
ng/ml) durante 72 h. Las células mostraron cambios visibles en las concentraciones de melanina después del
tratamiento con diferentes farmacos. El contenido de melanina se determind por espectrofotometria (475 nm)
después de la disolucion con hidréxido de sodio. Los resultados se expresaron como el cambio en el contenido de
melanina (pg/célula) en comparacion con las concentraciones de referencia sin estimular. Las medias son + SEM de
3 experimentos independientes con *P <0,05, ** P <0,01.

B. Se trataron melanocitos epidérmicos humanos normales (mujeres 62 afios; p4) en presencia o ausencia de BMP6
humana biotecnolégica (100 ng/ml) con o sin adicion de su antagonista selectivo, esclerostina humana
biotecnoldgica (400 ng/ml) durante 72 h.

(Cuadro inferior) Se electrotransfirieron extractos de proteinas y las membranas se tifieron con L-DOPA para la
estimacion de la actividad de la tirosinasa.

(Cuadro superior) La exploracion densitométrica de las intensidades de banda y los valores se expresaron como un
aumento del nimero de veces en comparacion con los niveles de referencia no estimulados. Las medias son + SEM
de 3 experimentos independientes con **P <0,01.

C. Se trataron melanocitos epidérmicos humanos normales (mujer 62 afios; p4) en presencia o ausencia de BMP6
humana biotecnolégica (100 ng/ml) con o sin adicion de su antagonista selectivo, esclerostina humana
biotecnoldgica (400 ng/ml) durante 72 h.

Cuadro superior: Se detecté ARNm de tirosinasa por RT-PCR y se usé6 GAPDH como patrén interno para una carga
comparable.

Cuadro inferior: La proteina tirosinasa se detectd por transferencia Western y se utilizé actina como patrén interno
para una carga comparable.

Introduccioén

Durante los estudios sobre la biologia de la transferencia de melanina, los presentes inventores investigaron la
posible funcién de un miembro de la familia de proteinas morfogenéticas 6seas (BMP) en este proceso. En esta
solicitud se describe un nuevo mecanismo que controla la transferencia de melanina de melanocitos cutaneos
humanos a queratinocitos cutaneos humanos. Esto implica la accién de BMP6, que puede estimular este proceso en
funcién de la dosis. Ademas, la adicién de un antagonista selectivo de BMP6 (esclerostina) inhibioé la transferencia
de melanosomas inducida por BMP6, y bloquea la produccion de nanotubulos (llamados filopodios) inducida por
BMP6 como se demuestra por analisis microscopico electrénico de barrido de melanocitos humanos. La diseccion
del mecanismo molecular por el cual BMP6 induce la formacién de filopodios, se encontré que BMP6 estimula la
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expresion de Cdc42 (ciclo de division celular 42) en funcién de la dosis en melanocitos humanos utilizando analisis
de transcriptasa inversa. Los requisitos de Cdc42 en la formacién de filopodios y la transferencia de melanosomas
en melanocitos se verificaron utilizando el andlisis del SEM de células FM55 con Cdc42 transfectado
constitutivamente activo (CA) y Cdc42 dominante negativo. CA-Cdc42 induce la formacion de filopodios dorsales,
mientras que DN-Cdc42 suprime los filopodios dorsales.

Esta previsto que BMP6 se sintetice como molécula precursora que se escinde para dar un polipéptido maduro de
132 aminoacidos con un peso molecular calculado de aproximadamente 15 Kd. BMP6 (precursora) es una proteina
de 57 kD, 513 aminoacidos de longitud, localizada en el cromosoma 6p24 en seres humanos. La forma madura de
BMP6 contiene tres puntos posibles de glucosilacion unidos por N por cadena polipeptidica. La molécula de proteina
BMP-6 activa es probablemente un dimero. La transformacion de BMP6 en la forma madura implica la dimerizacién
y eliminacion de la region N-terminal de una manera analoga a la transformacion de la proteina TGF( relacionada
(Gentry et al., Mol. Cell. Biol. 8: 4162 (1988). El precursor BMP6 humano se proporciona en la base de datos del
GenBank (numero de ingreso-P22004) y se integra en UniprotKB/Swiss-Prot (véase la SEC ID n°: 1). Se cree que €l
polipéptido maduro incluye los aminoacidos 374-513 de la SEQ. ID. n° 1. Otros polipéptidos de BMP-6 activos
incluyen los polipéptidos que contienen los aminoacidos 382-513, 388-513 y 412-513 de la SEQ. ID. n°: 1.

Las BMP funcionan mediante la unién a un “complejo receptor’” que se encuentra en la superficie de casi todas las
células normales y esta compuesto de receptores de tipo | y tipo 1l. BMPR-I, cuando esta presente como monémero,
se une a BMP con baja afinidad. Sin embargo, cuando BMPR-1 y BMPR-II estan presentes como heterodimero, su
afinidad por BMP aumenta sustancialmente (Hogan 1996). Una vez segregados, los dimeros de BMP inician la
sefializaciéon al unirse cooperativamente a ambos receptores tipo | y tipo Il. Cada mondmero de BMP6 puede
conectarse a los receptores tipo | y tipo Il. Por lo tanto, el montaje del “complejo receptor tetramérico es esencial
para transducir la sefial en la célula”.

Los receptores de tipo Il son cinasas constitutivamente activas, que transfosforilan los receptores de tipo | tras la
union del ligando. Sin embargo, los receptores de tipo | activan los sustratos intracelulares por fosforilacion y, por lo
tanto, determinan la especificidad de las sefiales intracelulares. Las BMP incluida BMP6 se pueden unir a 2
receptores de tipo | que incluyen BMPR-IA (ALK-3; Seq ID 4), y BMPR-IB (ALK6; Seq ID 2). Si bien BMPR-IA y
BMP-IB son estructuralmente similares, muestran distintos patrones de expresion espacial y temporal.

También se ha observado que BMP6 indujo la expresién de su propio receptor afin, ALK6 (nimero de ingreso
000238). Una esclerostina antagonista de BMP6 selectiva inhibié esta expresion de ALK6 inducida por BMP6 junto
con la expresion de Cdc42 en melanocitos, lo que sugiere que Cdc42 participa en un posible bucle de amplificacion
para la sefializacion de BMP6. En conjunto, estas observaciones sugieren que la sefial de Cdc42 que emana de los
receptores BMP de melanocitos esta involucrada en la formacion de filopodios para controlar la transferencia de
melanosomas a queratinocitos.

La secuencia de aminoacidos de esclerostina (SOST) se proporciona en la base de datos del GenBank (nimero de
ingreso-Q9BQB4) y se integra en UniprotKB/Swiss-Prot. (véase la SEQ ID n°: 3). La region C-terminal de SOST
(aminoacidos 169-203 de la SEC ID n°: 3) desempefia una funcion en la dimerizaciéon de SOST. La region N-terminal
de SOST (aminoacidos 23-58 de la SEC ID n° 3) interactda con los puntos de unién de receptores tipo | y tipo Il en
BMP®6, y una parte de la region central (aminoacidos 134-166 de la SEC ID n°: 3) puede interactuar con el punto de
union del receptor tipo Il, de modo que los anticuerpos especificos para estas regiones SOST puede bloquear o
alterar la union de BMP a SOST.

Por ultimo, también se ha demostrado que BMP6 puede provocar melanogénesis al estimular la expresion y la
actividad de la enzima limitante de la velocidad (tirosinasa) en melanocitos.

En esta solicitud, se ha demostrado por primera vez que BMP6 puede controlar la transferencia de melanina entre
melanocitos y queratinocitos, y posiblemente de queratinocitos a queratinocitos. Esto ocurre, al menos en parte,
mediante la accion de Cdc42. Los antagonistas de BMP y las moléculas basadas en su estructura y accion se
pueden utilizar como nuevos reguladores de la pigmentacion de la piel y el cabello de los mamiferos.

Materiales y métodos
Cultivo celular: Aislamiento y cultivo de queratinocitos epidérmicos y melanocitos epidérmicos emparejados

Se obtuvo piel del abdomen humano con consentimiento informado y la aprobacion del comité de ética de
investigacion local de donantes caucasicos sanos normales con foto tipo Il de piel (mujeres de 68 afios, 39 afos, 36
afos) y foto tipo VI de piel (mujer de 42 afios) después de una cirugia plastica programada.

Todos los reactivos de cultivo celular se adquirieron en Invitrogen Ltd. (Paisley, Escocia) a menos que se indique
otra cosa. Se recogieron muestras de piel en medio RPMI 1640 y se procesaron en 5 h de cirugia. Se crearon
cultivos de melanocitos epidérmicos como se describié anteriormente (Kauser et al., 2003) y se cultivaron en una
mezcla de K-SFM y medio esencial minimo de Eagle (EMEM) enriquecido con FBS al 1%, 1 x mezcla concentrada
de aminoacidos no esenciales, penicilina (100 U/ml)/estreptomicina (100 ug/ml), L-glutamina 2 mM, 5 ng/ml de factor
de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) y 5 ng/ml de endotelina-1 (Sigma, Poole, Dorset, Reino Unido). Se
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crearon queratinocitos epidérmicos completamente emparejados (es decir, de la misma muestra de piel) como se
describié anteriormente (Kauser et al., 2003) y se cultivaron en medio sin suero de queratinocitos (K-SFM)
enriquecido con 25 pg/ml de extracto de pituitaria bovina (BPE), 0,2 ng/ml de rEGF, penicilina (100
U/ml)/estreptomicina (100 pg/ml) y L-glutamina 2 mM. El medio de cultivo se reponia cada dos dias. Los cultivos
primarios de queratinocitos y melanocitos se identificaron utilizando un anticuerpo anti-citoqueratina (Abcam,
Cambridge, Reino Unido) y el anticuerpo NKl/beteb especifico de melanocitos (Monosan, Uden, Holanda) contra
gp100 respectivamente.

Para los estudios de cultivo conjunto, se sembraron melanocitos (paso 4) y queratinocitos (paso 2) en portaobjetos
con camara Lab-Tek® de 8 pocillos (ICN Biomedicals, Inc. Aurora, Ohio, EE. UU.) a una densidad celular de 1 x 10*
células./pocillo y en una proporcion de 1 melanocito a 10 queratinocitos. Los cultivos conjuntos se mantuvieron
durante la noche (16 h) en una mezcla de K-SFM y MEM (medio de cultivo conjunto) para permitir la unién celular,
seguido de reposicion del medio durante otras 24 h.

Los cultivos conjuntos se incubaron durante 16 h en medio carente de suero (es decir, sin suero de ternera fetal y
extracto de hipdfisis bovina) para eliminar las fuentes exdgenas de factores de crecimiento, antes de evaluar los
efectos de 100 ng/ml de BMP-6 humana biotecnoldgica (R & D System, Oxfordshire, Reino Unido) y 400 ng/ml de
esclerostina humana biotecnolégica (R & D System, Oxfordshire, Reino Unido) durante 24 h.

Evaluacion de las dosis de BMP-6:

Se sembraron melanocitos epidérmicos (MC) y queratinocitos epidérmicos (KC) en placas de 6 pocillos en medio de
melanocitos MEM completo y de queratinocitos K-SFM enriquecidos con suero durante 24 h. Las células se
cambiaron a medio sin suero (denominado sin nutrientes) enriquecido con 10 ng/ml y 100 ng/ml de BMP-6 durante
24 h, 48 hy 72 h. La citotoxicidad se evaluo por la muerte celular y el cambio citopatoldgico en la morfologia.

Se sembraron aproximadamente 1 x 10* MC en cada pocillo de un portaobjetos con camara de 8 pocillos Lab-tek® y
se dejaron que se fijaran durante 24 h. Las células se lavaron a continuacién 3 veces con PBS estéril y se
enriquecieron con 350 ul de medio de melanocitos sin suero privado de nutrientes y se incubaron a 37°C y CO; al
5% durante 24 h. Las células se lavaron tres veces a continuacién con PBS estéril y se incubaron con o sin 100
ng/ml de BMP-6 durante 12 h. A continuacion, las células se lavaron 3 veces suavemente con PBS estéril y se
fijaron en metanol enfriado con hielo durante 10 minutos a -20°C. Los portaobjetos se almacenaron a -20°C hasta
que se realizd la inmunocitoquimica.

Analisis de transferencia Western:

Se tripsinizaron MC en un matraz T225 confluente y se sembraron en un matraz T225 con medio lleno y se dejaron
fijar durante la noche. 24 h antes del tratamiento, el medio se reemplaz6 por medio sin nutrientes durante 24 h. Las
células se lavaron 3 veces con PBS estéril y se incubaron en medio sin nutrientes solo o con 100 ng/ml de BMP-6
durante diferentes periodos de tiempo (1-24 h). En un experimento diferente, las células se trataron durante 12 h con
diferente concentracién de BMP-6.

Se sometieron a electroforesis 40 mg de proteina total de cada extracto celular en la reduccion reducir SDS-8%-
PAGE y se transfirieron en membranas de PVDF (Millipore Corporation, Bedford, MA). Las membranas se
bloquearon con PBS en leche al 5%/Tween-20 al 0,075% durante 2 horas a temperatura ambiente y luego se
sondaron con anticuerpos primarios durante la noche a 4°C. La escala de peso molecular (Magik Marker, Invitrogen)
se incub6 en PBS en leche al 5%/Tween-20 al 0,075% y las tiras de membrana se incubaron con 1 ml de PBS con
5% de leche/Tween-20 al 0,075% (referencia negativa) o 1 ml de anti-tirosinasa de conejo (anticuerpo policlonal
1:200 PBS en 5% de leche/Tween 20 al 0,075%) y 1 ml de anti-actina de cabra (1:1000 de anticuerpo policlonal en
PBS en leche al 5%/Tween 20 al 0,075%) en una plataforma oscilante durante la noche a 4°C. Después de
exhaustivos lavados, las transferencias se incubaron con anticuerpos secundarios conjugados con peroxidos de
rabano picante durante 2 h. La escala de peso molecular se incubd luego con 1 ml de HRP- anti-IgG humana de
cabra (H + L) (Zymed, EE. UU.) (1:500) diluida en PBS en lecheal 5%/Tween-20 al 0,075% y se incubaron las tiras
de membrana en 1 ml de anti-IgG de conejo, anticuerpo completo unido a peroxidasa de rabano picante (HRP)
anticuerpo secundario (Amersham Biosciences, Reino Unido) (1:700 diluido en PBS en leche al 5%/Tween-20 al
0,075%) en una plataforma oscilante durante 2 horas a temperatura ambiente. El procedimiento de lavado se repitio
y las tiras de membrana se incubaron en reactivo LumiGLO® y peroxido (BioLab Ltd, Reino Unido) durante 2
minutos a temperatura ambiente. La sefial de quimioluminiscencia se detecté al exponer las tiras de transferencia a
la pelicula de rayos X Kodak XRA (Kodak, Reino Unido) a diferentes tiempos de exposicion, seguido de revelado en
la solucion de revelado (Kodak, Reino Unido) hasta que aparecieron las bandas, se enjuagd con agua del grifo, se
fij6 en el fijador (Kodak, Reino Unido) hasta que la pelicula se volvié azul, luego se enjuagé con agua del grifo y se
dejo secar. Luego se marcd la membrana y se exploréd para el andlisis densitométrico para la evaluacion
semicuantitativa de los niveles de expresion de proteinas utilizando un programa informatico de analisis (Image
Master Total Lab version 1.11).

Tincién de inmunofluorescencia:

Las células fijadas en metanol enfriado con hielo se lavaron en PBS y luego se bloquearon con suero de asno al
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10% para la deteccion de la expresion de proteinas. Para los experimentos de doble marcaje, el primer anticuerpo
primario, ya sea BMP-6 (Abcam, Cambridge, Reino Unido), BMPR-IB/ALK-6 (R & D Systems, Oxfordshire, Reino
Unido) o NKi/beteb (1:30) (Monosan, Uden, Holanda) se aplicé durante la noche a 4°C, seguido de incubacion con
anticuerpo secundario conjugado con FITC (1: 00) durante 1 hora a temperatura ambiente. El segundo anticuerpo
primario, ya sea citoqueratina (1:100) (Abcam, Cambridge, Reino Unido) o B-actina (1:100) (Santa Cruz, EE. UU.) se
aplicé durante 1 hora a temperatura ambiente, seguido de un anticuerpo secundario conjugado con TRITC (1:100)
(Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc., West Grove, EE. UU.). Se usé DAPI (Vector Laboratories, Burlingame,
CA\) para tefir los nucleos. Se tomaron imagenes con una camara digital Hamamatsu enfriada que utiliza un objetivo
de 100 x 0 40 x y se procesaron posteriormente con Paint Shop Pro (Jasc Software Ver. 7. CA, EE. UU.). Las
referencias negativas incluyeron la omision del anticuerpo primario y el reemplazo con suero no inmune del huésped
del anticuerpo secundario e inclusion de anticuerpos secundarios.

Analisis cuantitativo de transferencia de melanosomas:

Se estimularon cultivos conjuntos de melanocitos-queratinocitos emparejados con diferentes dosis de BMP-6 y se
compararon con células no estimuladas. La evaluacion de la transferencia de melanosomas se realizé contando las
manchas fluorescentes positivas a gp100 en los queratinocitos receptores en 5 campos microscopicos aleatorios por
pocillo a 100 aumentos (inmersion en aceite) en 3 experimentos independientes. Para evitar el recuento de granulos
de melanina que aun pueden estar asociados a melanocitos, solo se contaron las manchas positivas a gp100 dentro
de los queratinocitos que no estaban en contacto directo con los melanocitos.

Reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR)

El ARN completo se obtuvo a partir de 1x108 melanocitos tratados con 1, 10, 50, 100 y 500 ng/ml de BMP6 durante 4
horas o 100 ng/ml de BMP6 durante el periodo de tiempo indicado (FIG. 4A). Para algunos experimentos, los
melanocitos también se trataron con o sin 400 ng/ml de esclerostina, ya sea en presencia o en ausencia de 100
ng/ml de BMP6. Las muestras de ARN se trataron con desoxirribonucleasa (QIAGEN, Reino Unido), seguido de la
determinacion de la concentracion. Luego, se utilizé una sintesis de la primera cadena de Superscript Il para el
equipo de transcripcion inversa (Invitrogen, California) para sintetizar la primera cadena de ADNc. La concentracion
final de ARN en la reaccién fue de 1 ug/100 pl para todas las muestras. La PCR se realizé con el equipo Fast
Cycling PCR de QIAGEN (QIAGEN, Reino Unido) en las condiciones descritas por el fabricante. En resumen, se
utilizaron las siguientes condiciones de ciclado: 95°C durante 15 minutos (12 etapa); 96°C durante 15 s; hibridacion
del cebador durante 15 s (para Cdc 42-65°C, Tirosinasa -58°C y GAPDH-60°C); 72°C durante 25 s (22 etapa) x 30
ciclos. Los cebadores utilizados para las reacciones de RT-PCR se muestran en la tabla 1 y se adquirieron en
Sigma-Genosys, Reino Unido. Los productos de la PCR se separaron sobre gel de agarosa al 1% en 1x
amortiguador TAE y se tifieron con bromuro de etidio. Se usé una escalera de ADN de 1 Kb Plus DNA (Invitrogen,
California) como marcador de ADN.

Tabla 1. Cebadores para RT-PCR semicuantitativa

Longitud del
Gen Cebador directo Cebador inverso producto
(pb)
1. |Cdc42 GCCCGTGACCT GAAGGCTGTCA TGCTTTTAGTATGATGCCGACACCA 195
2. |Tirosinasa |[CACCCCACAAATCCTAAC CCTACTCTATTGCCTAAGCC 1.600
3. |GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGTACA TTGTTTTGGAGGGATCTCG 160

Transfeccion

El GFP-Cdc42 humano dominante-negativo (15A) y el GFP-Cdc42 (61 L) constitutivamente activo y GFP en pEGFP-
C3 fueron generosas donaciones de Richard E. Cheney (Universidad de Carolina del Norte, Chapel Hill). Los
vectores incluian el gen de neomicina que confiere resistencia a la geneticina (G418). Aproximadamente 5x10°
células FM55 moderadamente pigmentadas se cultivaron hasta 70-80% de confluencia en placas de seis pocillos
durante 16 h en medio RPMI con 10% de FBS el dia antes de la transfeccion. Se transfectaron células FM55
utilizando el reactivo de transfeccion Lipfectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, California, EE. UU.). En resumen, se
mezclaron 3,2 ug de montajes de ADNc con 8 pl de reactivo de transfeccion Lipfectamine 2000 en 1,6 ml de medio
de suero reducido Opti-MEM. Las células se incubaron con mezcla de transfeccién durante 12 h, se lavaron tres
veces con 1 x PBS, se incubaron en RPMI fresco que contenia FBS al 10% durante 48 h. Las células transfectadas
se seleccionaron durante 15 dias usando 1,6 mg/ml de G418. A continuacion 1 x 10* células transfectadas estables
se cultivaron durante 24 h en portaobjetos Lab-Tek® de 8 pocillos en presencia de medio RPMI con FBS al 10%.
Después de 24 horas, las células transfectadas de manera estable se fijaron inmediatamente en glutaraldehido al
1% (Sigma, Reino Unido) amortiguado en cacodilato sédico 0,1 M (Agar, Reino Unido) a 37°C para conservar la
configuracion de la forma (incluidos los filopodios) de células FM55 y se procesaron para el analisis SEM. Células en
paralelo en portaobjetos con camara Lab-Tek® de 8 pocillos se fijaron también en metanol enfriado con hielo
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durante 10 min a -20°C, se lavaron en PBS y luego se bloquearon con suero de asno al 10% para estudios de
inmunofluorescencia de gp100 para verificar la transfeccion y seleccion (Suplemento-1). Para los estudios de cultivo
conjunto, se sembraron células FM55 transfectadas de manera estable y queratinocitos (paso 2) en portaobjetos con
camara Lab-Tek® de 8 pocillos a una densidad celular de 1 x 10* células/pocillo y en una proporcion de 1 FM55 a 10
queratinocitos. Los cultivos conjuntos se mantuvieron durante la noche (16 h) en una mezcla de K-SFM y MEM
(medio de cultivo conjunto) para permitir la union celular, seguido de la reposicion del medio durante otras 24 h.
Luego, las células se fijaron a continuacién en metanol enfriado con hielo durante 10 min a -20°C, se lavaron en PBS
y luego se bloquearon con un 10% de suero de asno para estudios de inmunofluorescencia doble de gp100 y
citoqueratina para probar la eficacia de la transferencia de melanosomas.

Evaluaciéon al microscopio electrénico de barrido de la morfologia celular

Los melanocitos epidérmicos tratados con o sin 400 ng/ml de esclerostina en presencia o ausencia de 100 ng/ml de
BMP6 durante 72 h y células FM55 transfectadas seleccionadas de manera estable se fijaron con glutaraldehido al
1% (Sigma, Reino Unido) amortiguado en cacodilato de sodio 0,1 M (Agar, Reino Unido) a 37°C. Las células se
fijaron posteriormente en tetroxido de osmio al 1% (Agar, Reino Unido) y acido tanico al 1% (Agar, Reino Unido)
utilizado como mordiente, se deshidrataron mediante una serie de alcoholes del 20% al 70%, se tifieron en acetato
de uranilo al 0,5%, seguido de una deshidratacion mas en alcohol al 90% y 100%. La deshidratacion final fue en
hexametil-disilazano (Sigma, Reino Unido), seguido de secado al aire. Una vez secas, las muestras se recubrieron
con oro en un pulverizador de oro (EMITECH, K550) (Blazer 20 mA) durante 10 minutos. Las muestras se
observaron bajo emision de campo SEM (FEI, Quanta 400) a un voltaje acelerador de 10 keV.

Analisis de melanina

Se prepararon 500 pyg/ml de melanina sintética (Sigma, Reino Unido) en hidréxido de sodio 1 M (NaOH) (BOH Ltd,
Reino Unido) y se disolvieron en un bafio de agua con ultrasonidos durante 20 minutos. A partir de esta solucion
madre, se prepararon varios patrones de melanina en NaOH 1 M desde 100 pug/ml a 1 yg/ml. Los patrones de
melanina se pipetearon en una placa de 96 pocillos para producir una curva de calibracién para la evaluacién del
contenido de melanina en las muestras de prueba. Se afiadieron 400 pyl de NaOH 1 M a cada sedimento celular y se
disolvieron en un bloque térmico (100°C) durante 15 minutos. Los sedimentos se agitaron vigorosamente y el
sedimento disuelto se pipeted en la misma placa de 96 pocillos. Las densidades Opticas de la muestra se leyeron a
495 nm en un programa DYNEX REVELATION 4.02. El contenido de melanina de cada muestra de prueba se leyd
en la curva de calibracion.

Deteccion de DOPA oxidasa utilizando SDS-PAGE no desnaturalizante para la evaluacion de la actividad de la
tirosinasa

Aproximadamente 1 x 10° de melanocitos epidérmicos, se sembraron en tres matraces T75 y se incubaron a 37°C y
5% de CO; durante la noche. Las células se prepararon para SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de PVDF.
Se pipetearon 70 ug de extracto de proteina sin reducir sin hervir en los pocillos apropiados de geles de SDS-PAGE
al 8%. La membrana de PVDF que contenia las proteinas separadas se lavé una vez en 1 x PBS y luego se incubd
a temperatura ambiente en L-DOPA 5 mM en amortiguador de fosfato de sodio 0,1 M durante 3 horas con tres
cambios de la L-DOPA. La reaccion de L-DOPA se detuvo lavando la membrana en agua destilada y se exploro6 la
membrana.

Analisis estadistico:

Se evaluo la significacion estadistica entre grupos y el tratamiento utilizando ANOVA de una via y la prueba posterior
de Dunnett utilizando Prism v. 4.00 (Graph Pad Software Chicago, lllinois, EE. UU.). Las diferencias
estadisticamente significativas se indican con asteriscos: ** = P <0,01, *** = P <0,001.

Resultados y discusion
BMPE6 (10 y 100 ng/ml) no presenta citotoxicidad para melanocitos y queratinocitos epidérmicos humanos normales

Para descartar la posibilidad de que BMP6 sea toxico para los melanocitos o queratinocitos, las células se
mantuvieron en presencia de 10 ng/ml y 100 ng/ml durante 24 h, 48 h y 72 h. Ambas dosis de BMP6 no estan
asociadas con el crecimiento celular alterado o la morfologia de los melanocitos y los queratinocitos (Fig. 1A, 1B).

Los melanocitos epidérmicos humanos normales expresan la proteina BMP6 y el receptor ALK6

La expresion de BMP6 en melanocitos humanos normales se confirmé por doble inmunomarcaje (amarillo-naranja,
Aiii) de anti-BMP6 (verde, Ai) con anticuerpo anti-tirosinasa (rojo, Aii) (Figura 2A). El doble inmunomarcaje de
melanocitos con anticuerpos anti-BMP6 (verde, Bi) y anti-ALK6 (Rojo, Bii) puso de manifiesto la localizacion conjunta
de BMP6 y ALK6 (amairillo, Biii) en toda la célula (Figura 2B).

Analisis cuantitativo de la transferencia de melanosoma estimulada por BMP6 dependiente de la dosis

Los receptores ALK6 son funcionales, ya que el tratamiento con BMP6 en el cultivo conjunto de melanocitos-
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queratinocitos conduce a la estimulacion de la transferencia de melanosomas de melanocitos a queratinocitos en
funcién de la dosis (Figura 3 A, B). Por lo tanto, este es el primer informe de un efecto de BMP6 sobre la
transferencia de melanosomas en el sistema de cultivo conjunto de melanocitos-queratinocitos. Tanto los efectos
autocrinos como los paracrinos pueden estar involucrados.

BMP6 incrementa la expresion del mensaje de Cdc42 en melanocitos epidérmicos humanos

Para comprender mejor las funciones mecanicas de BMP6 en la transferencia de melanosomas, los inventores
investigaron la expresion de Cdc42; un regulador maestro de la formacion de filopodios en melanocitos humanos
(Scott et al., 2002). El analisis por RT-PCR indicd que la induccion maxima de Cdc42 después del tratamiento con
100 ng/ml de BMP6 ocurrié de 2 a 4 horas y luego se redujo ligeramente pero continué elevada durante 12 horas, en
comparacion con la expresion de nivel basal del ARNm de Cdc42 en la referencia sin tratar (FIG. 4 A). La induccion
de ARNm de Cdc42 por BMP6 se produjo en funcion de la dosis (Figura 4B). BMP6 también estimul6 la expresion
del receptor de BMP6 ALK6 (verde Figura 4C ii) en comparacion con el nivel basal normal de expresion de ALK6
(Figura C i) en melanocitos epidérmicos humanos normales (Figura 4C).

Requisito de Cdc42 para estimular la transferencia de melanosomas mediante induccién de filopodios dorsales

Dos tipos de mutantes de la proteina Rho se han utilizado ampliamente para analizar sus funciones; mutantes
activados, que estan constitutivamente unidos a GTP debido a que las proteinas activadoras de GTPasa (GAP)
estan inhibidas; y mutantes negativos dominantes que actdan al valorar el factor de intercambio de nucleétidos de
guanina (GEF) (Feig 1999). Los inventores han observado que el Cdc42 constitutivamente activo induce filopodios
dorsales y que los Cdc42 negativos dominantes suprimen los filopodios dorsales del melanoma humano FM55
cuando se comparan con el vector de referencia (Figura 5 A).

Luego estabamos interesados en determinar si la sobreexpresion de proteinas Cdc42 también puede afectar la
transferencia de melanosomas. Para probar la participaciéon de estas proteinas sobreexpresadas en la transferencia
de melanina, se utilizaron células FM55 transfectadas para crear los cultivos conjuntos de melanoma FM55 y
queratinocitos durante 24 h. El inmunomarcaje de este cultivo conjunto con anticuerpo anti-gp100 (verde) mostré
claros cambios en el numero de puntos fluorescentes transferidos a los queratinocitos (flecha blanca) (Figura 5B,
cuadro izquierdo). El GFP-Cdc42 constitutivamente activo induce la transferencia de melanosomas mientras que el
GFP-Cdc42 negativo dominante inhibid la transferencia de melanosomas en comparacion con el vector de referencia
de GFP (Figura 5B, cuadro derecho). La manipulacion de la transferencia de melanosomas por sobreexpresion o
inhibicién de Cdc42 sugiere ademas la fuerte implicacion de los filopodios en la transferencia de melanosomas.
Dado que BMP6 puede incrementar la expresion de Cdc42, esto sugiere que la estimulacion de la transferencia de
melanosoma asociada a BMP6 puede involucrar a Cdc42 como su objetivo aguas abajo. Para probar esto, los
inventores aprovecharon el efecto inhibidor de DN-Cdc42 sobre la formacion de filopodios y la transferencia de
melanosomas. Esto también puede lograrse de manera similar eliminando la expresion de Cdc42 endégeno de
melanocitos humanos utilizando un ARNsi contra Cdc42 humano.

Inhibicién de la transferencia de melanosomas inducida por BMP6 usando un antagonista selectivo de BMP6
(esclerostina)

Para probar si la esclerostina (un antagonista selectivo de BMP6) inhibe o no la transferencia de melanosomas
inducida por BMP-6, los inventores probaron este antagonista en el cultivo conjunto de melanocitos y queratinocitos
epidérmicos humanos normales. La adicidon de la propia esclerostina inhibié el nivel basal de la transferencia de
melanosomas de melanocitos a queratinocitos (Figura 6 A, B). Ademas, la esclerostina inhibié la transferencia de
melanosomas inducida por BMP6 en el cultivo conjunto epidérmico de queratinocitos de melanocitos y humanos, lo
que sugiere que la esclerostina se puede usar como un nuevo regulador de la pigmentacion de la piel y el cabello de
los mamiferos (Figura 6A, B).

Inhibicién de la expresion del receptor de Cdc42 y ALK6 inducida por BMP6 utilizando un antagonista selectivo de
BMPé6 (esclerostina)

Los inventores han demostrado por primera vez el papel fisiolégico de Cdc42 como regulador de la transferencia de
melanosomas de melanocitos a queratinocitos (Figura 5B). La capacidad de la esclerostina para inhibir la
transferencia de melanosomas inducida por BMP6 sugirio que la esclerostina podria bloquear la expresion de Cdc42
inducida por BMP6 en melanocitos humanos. Usando el analisis de RT-PCR de melanocitos humanos, los
inventores han observado que la esclerostina disminuia la expresion de Cdc42 inducida por BMP6 (Figura 7A).
Usando el estudio de inmunofluorescencia, también han observado que la esclerostina disminuia la expresion de
ALK®6 inducida por BMP6 (verde), un receptor de BMP6 (Figura 7B). Esta observacion sugiere que Cdc42 participa
en un posible bucle de amplificacion para la sefializacién de BMP6.
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Inhibicién de la formacién de filopodios inducida por BMP6 usando un antagonista selectivo de BMP6 (esclerostina)

El analisis de SEM de los melanocitos muestra la estimulacion de numerosos filopodios dorsales por el tratamiento
con BMP6 en comparacion con la referencia sin tratar (Figura 8iii). Los melanocitos tratados con esclerostina
mostraron una reduccién en la formacién de filopodios dorsales, mientras que las células tratadas con BMP6 no
indujeron la formacioén de filopodios en presencia de esclerostina (Figura 8 ii, iv). Estos datos apoyan firmemente el
requisito de BMP6 para la estimulacion de la formacién de filopodios dorsales en melanocitos humanos.

Junto con la inhibicion de la transferencia de melanosomas inducida por BMP6 (Figura 6), la inhibicion de la
expresion del receptor Cdc42 y ALK6 (Figura 7) y la inhibicion de la formacion de filopodios (Figura 8) por la
esclerostina sugieren que la sefial de Cdc42 que emana de los receptores BMP de melanocitos esta implicada en la
formacion de filopodios que controlan la transferencia de melanosomas a queratinocitos.

Efecto de BMP6 en la melanogénesis en melanocitos epidérmicos humanos

BMP6 aument6 el contenido de melanina (aproximadamente 32 + 9% después de 72 h) en los melanocitos
epidérmicos humanos in vitro (Figura 9A). Una esclerostina antagonista de BMP6 selectiva inhibié el contenido de
melanina inducida por BMP6 (en un 15 £ 3%), en melanocitos epidérmicos humanos (Figura 9A). La actividad de la
tirosinasa (un indicador de la potencial sintesis de melanina) también fue estimulada por BMP6 mientras que la
esclerostina inhibio el aumento inducido por BMP6 en la actividad de la tirosinasa (Figura 9B).

Resumen: El estudio de los mecanismos de sefializacion para la induccion de melanogénesis en melanocitos indico
que los agentes elevadores de cAMP, que actuan a través de la proteina cinasa A, provocaron melanogénesis en
melanocitos al aumentar la expresion de tirosinasa (Bertolotto et al.,, 1998). Mas alla de este esquema simplificado,
también se demostré que la cascada p38 MAPK esta involucrada en la melanogénesis en los melanocitos mediante
el tratamiento con MSH, luz UV o esfingolipido placentario humano (Galibert et al., 2001; Smalley y Eisen, 2000;
Singh et al,, 2005). Recientemente, las BMP también estan emergiendo como un potente regulador de la
melanogénesis (Botchkarev 2003; Yaar et al., 2006). Se ha descubierto que BMP4 actiia como inhibidor autocrino de
melanogénesis en los melanocitos humanos normales al inhibir la expresion y la actividad de la enzima limitante de
la velocidad (tirosinasa) en los melanocitos (Yaar et al., 2006). En el estudio, los inventores han descubierto que
BMP6 actia como un estimulador de la melanogénesis al estimular la expresion de la tirosinasa tanto en proteinas
como en genes (Figura 9C). Mientras que la esclerostina inhibi6 la expresion de tirosinasa inducida por BMP6 en
melanocitos epidérmicos humanos tanto en proteinas como en genes (Figura 9C).
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REIVINDICACIONES

1. Uso de BMP6, o un fragmento, o una de sus variantes donde dicha variante tiene al menos 70% de identidad de
secuencia con BMP6 humana, y en donde el fragmento comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo del grupo consistente en los aminoacidos 374-513 de la SEQ. ID. n°% 1, los aminoacidos 382-513 de la SEQ.
ID. n° 1, los aminoacidos 388-513 de la SEQ. ID. n° 1y los aminoacidos 412-513 de la SEQ. ID. n°: 1 y en donde
dicho fragmento o variante presenta la capacidad para aumentar la melanogénesis o la transferencia de melanina,
para aumentar la pigmentacion de la melanina del cabello de un sujeto.

2. Uso de BMP6, o un fragmento, o una de sus variantes, segun la reivindicacion 1 en donde la BMP6, o un
fragmento, o una de sus variantes, modula la expresion de Cdc42 al modular la actividad de ALK6.

3. Uso de BMP6, o un fragmento, o una de sus variantes, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores en
donde el fragmento o variante esta codificado por la SEQ. ID. n° 1, comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo del grupo consistente en o por los aminoacidos 374-513 de la SEQ. ID. n° 1, o por los
aminoacidos 382-513 de la SEQ. ID. n% 1, o por los aminoacidos 388-513 de la SEQ. ID. n% 1 y los aminoacidos
412-513 de la SEQ. ID. n°: 1.

4. BMP6, o un fragmento, o una de sus variantes donde dicha variante tiene al menos 70% de identidad de
secuencia con BMP6 humana, y en donde el fragmento comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo del grupo consistente en los aminoacidos 374-513 de la SEQ. ID. n°% 1, los aminoacidos 382-513 de la SEQ.
ID. n° 1, los aminoacidos 388-513 de la SEQ. ID. n° 1y los aminoacidos 412-513 de la SEQ. ID. n°: 1 y en donde
dicho fragmento o variante presenta la capacidad para aumentar la melanogénesis o la transferencia de melanina,
para su uso en un método para aumentar la pigmentacion de la melanina de la piel de un sujeto.

5. BMP6, o un fragmento, o una de sus variantes, segun la reivindicacion 4 en donde la BMP6, o un fragmento, o
una de sus variantes, modula la expresién de Cdc42 al modular la actividad de ALK6.

6. BMP6, o un fragmento, o una de sus variantes, segun cualquiera de las reivindicaciones 4 o 5 en donde el
fragmento o variante esta codificado por la SEQ. ID. n°% 1, o por los aminoacidos 374-513 de la SEQ. ID. n°: 1, o por
los aminoacidos 382-513 de la SEQ. ID. n° 1, o por los aminoacidos 388-513 de la SEQ. ID. n% 1 o por los
aminoacidos 412-513 de la SEQ. ID. n°: 1.

7. Uso de una composicion que comprende la esclerostina antagonista de BMP6, proteina cordinoide o relacionada
con folistatina (FSRP) para reducir la pigmentacion de melanina de la piel y/o del cabello de un sujeto.

8. Una composicion que comprende BMP6, o un fragmento o variante de la misma, donde dicha variante tiene al
menos 70% de identidad de secuencia con BMP6 humana, y en donde el fragmento comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo del grupo consistente en los aminoacidos 374-513 de la SEQ. ID. n° 1, los
aminoacidos 382-513 de la SEQ. ID. n° 1, los aminoacidos 388-513 de la SEQ. ID. n° 1y los aminoacidos 412-513
de la SEQ. ID. n° 1y en donde dicho fragmento o variante presenta la capacidad para aumentar la melanogénesis o
la transferencia de melanina, para utilizacion en un método de tratamiento de hipopigmentacién de la piel para
utilizar en un método de tratamiento de vitiligo.

9. Una composiciéon que comprende esclerostina, proteina cordinoide o relacionada con folistatina para su uso en un
método para tratar la hiperpigmentacion de la piel.

10. Una composiciéon segun la reivindicacion 9, para su uso en un método de tratamiento de hiperpigmentacion
posinflamatoria o melasma, cloasma, lentigo senil, lentigo solar o efélides.

11. Un método cosmético de oscurecimiento del color del cabello al aumentar el nivel de pigmentacion de la
melanina del cabello, comprendiendo el método administrar a un sujeto una composicion que comprende BMP6, o
un fragmento o variante de la misma, donde dicha variante tiene al menos 70% de identidad de secuencia con BMP6
humana, y donde el fragmento comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo del grupo
consistente en los aminoacidos 374-513 de la SEQ. ID. n°: 1, los aminoacidos 382-513 de la SEQ. ID. n°: 1, los
aminoacidos 388-513 de la SEQ. ID. n% 1 y los aminoacidos 412-513 de la SEQ. ID. n°% 1 y en donde dicho
fragmento o variante presenta la capacidad para aumentar la melanogénesis o la transferencia de melanina.

12. Un método cosmético de aclaramiento del color de la piel y/o el cabello al reducir el nivel de pigmentacion de la
piel y/o el cabello por la melanina, comprendiendo el método administrar a un sujeto una composicién que
comprende la esclerostina antagonista de BMP6, la proteina cordinoide o relacionada con la folistatina (FSRP).

13. Uso de una molécula de ARN capaz de interaccion complementaria dirigida o interferencia de ARN frente al
ARNmM que codifica ALK6 o Cdc42 para reducir la pigmentacion de la piel y/o el cabello por la melanina de un sujeto.

14. Uso de una molécula de ARN segun la reivindicaciéon 13 que tiene la secuencia:

oligorribonucleoétidos 5'-GAUAACUCACCACUGUCCATT-3' y 5-UGGACAGUGGUGAGUUAUCTT-3’; u
oligorribonucleétidos 5-GACUCCUUUCUUGCUUGUUTT-3' y 5'-AACAAGCAAGAAAGGAGUCTT-3',
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para reducir la pigmentacion de la piel y/o el cabello por la melanina de un sujeto.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 8
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