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ANTAGONISTA DE GREMLIN-1 PARA LA PREVENCION Y TRATAMIENTO
DEL CANCER

Campo de la Invencién

La presente invencion se refiere a un antagonista anti-GREML1 para uso
en un método para el tratamiento del cancer. El cancer es tipicamente un cancer
sélido que tiene un estroma, gque tiene tipicamente una sobreexpresion estromal
de GREML. EIl cancer puede tener una sobreexpresion epitelial de GREM1. La
presente invencion se refiere ademas a una terapia de combinacién con un
antagonista de GREML1 y un agente anticanceroso adicional (tal como un agente
quimioterapéutico), y composiciones relacionadas. La presente invencion
también se refiere a la deteccion, diagndstico y selecciones de tratamiento para
el cAncer basados en sobreexpresion de estromal GREM1.

Antecedentes de la Invencidén

Gremlin-1 (también conocido como Drm y CKTSF1B1 y GREM1) es una
glucoproteina de aminoacido 184 que forma parte de la familia DAN de proteinas
secretadas de nddulos de cistina (junto con Cerberus y Dan, entre otros).
GREML1 se une a BMP-2, 4y 7 e inhibe su capacidad para sefalizar junto con
una funcién pro-angiogénica documentada posiblemente a través del agonismo
de VEGFR2. La funcién principal de GREML1 es durante el desarrollo, en el cual
es vital durante la formacién del rifién y durante la formacion de la yema de las
extremidades. Estas funciones vitales hacen que la inactivacién homocigota de
GREM1 sea letal para embriones en ratones.

En la edad adulta, los altos niveles de GREM1 han sido asociados con
fibrosis pulmonar idiopéatica y con hipertensién arterial pulmonar en la que la
sefalizacion de BMP2, 4 y 7 es reducida con un aumento asociado en niveles
de TGFB. En nefropatia tanto diabética como crénica del injerto, la expresion de
GREML1 se corresponde con valores de fibrosis.

Los niveles aumentados de GREM1 han sido también asociados inter alia
con esclerodermia, nefropatia diabética, glioma, cancer de cabeza y de cuello,
cancer de prostata y cancer colorrectal (Sneddon et al; Guan et al). Se ha
demostrado que GREM1 activa la invasion y proliferacion in vitro de las células
cancerosas y se cree que participa en los carcinomas uterinos, de cuello uterino,
de pulmodn, de ovario, de rifion, de mama, de colon, pancreético y sarcoma.

Es necesario identificar terapias efectivas para uso en el tratamiento y
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prevencion del cancer.
Sumario de la Invencion

Los inventores han demostrado de manera sorprendente que los
antagonistas de GREML1 son agentes terapéuticos y preventivos efectivos contra
la neoplasia con sobreexpresion estromal y/o epitelial de GREM1, incluyendo
cancer colorrectal y mieloma multiple. Los inventores prevén en funcion de estos
resultados, que los antagonistas de GREM1 seran de utilidad general en el
tratamiento y prevencién del cancer, incluyendo otros tipos de cancer que tengan
sobreexpresion estromal de GREML1. Los resultados in vitro proporcionados en
la presente ilustran la prevencién a largo plazo de la induccién de neoplasia en
varios modelos de tumor de ratones por administracién de un antagonista de
GREM1, e impacto terapéutico significativo sobre tumores existentes por
administracion de un antagonista de GREM1. Los descubrimientos de los
inventores proporcionan de este modo un nuevo enfoque acerca de la
prevencion y tratamiento del cancer, incluyendo tipos de cancer resistentes a los
agentes quimioterapéuticos convencionales.

De esta manera, en un primer aspecto de la presente invencién se
proporciona un antagonista anti-GREM1 para uso en un método para el
tratamiento o prevencién de un cancer.

En otro aspecto de la invencion, se proporciona un agente anticanceroso
para uso en un método para el tratamiento de un cancer en donde el método
comprende la administracion separada, secuencial o simultanea de un
antagonista anti-GREML1.

En otro aspecto de la invencion, se proporciona un método para el
tratamiento de un cancer que comprende la administracibn de una cantidad
terapéuticamente efectiva de un antagonista anti-GREM1 a un sujeto que lo
necesite.

En aun otro aspecto de la invencion, se proporciona una composicion o
kit que comprende un antagonista anti-GREM1 y un agente anticanceroso
adicional.

En otro aspecto de la invencion, se proporciona un meétodo para detectar
cancer en un paciente, comprendiendo el método la medicion de la expresion
estromal de GREML1 en el paciente, en donde la sobreexpresion estromal de
GREML1 indica que el paciente posee un cancer.

En aun otro aspecto de la invencion, se proporciona un método para
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pronosticar un cancer en un paciente, comprendiendo el método determinar si el
cancer posee sobreexpresion estromal de GREM1 o no, en donde la
sobreexpresion estromal de GREML1 en el cancer indica que el paciente tiene un
prondstico peor que en la situacion de expresion estromal de GREM1 normal.

En otro aspecto de la invencion, se proporciona un método para
determinar si un paciente que tiene o se sospecha que tiene o esta en riesgo de
desarrollar cancer es potencialmente capaz de responder a un tratamiento con
un agente quimioterapéutico o no, cuyo método comprende medir la expresion
estromal de GREML1 en el paciente y, de ese modo, predecir si un paciente es
potencialmente capaz de responder al tratamiento con el agente
quimioterapéutico o no.

En adn otro aspecto de la invencién, se proporciona un método para
determinar si un paciente que tiene o se sospecha que tiene o esta en riesgo de
desarrollar cancer es potencialmente capaz de responder a un tratamiento con
un antagonista de GREM1 o no, comprendiendo el método medir la expresién
estromal del GREML1 en el paciente, y de ese modo predecir si el paciente es
potencialmente capaz de responder al tratamiento con el antagonista GREM1 o
no.

Breve Descripcién de las Figuras

Figura 1. Restauracion porcentual de sefial para anticuerpos derivados de
inmunizacioén en el ensayo del gen indicador HEK-ID1.

Figura 2. Restauracion porcentual de sefial para anticuerpos derivados de
genoteca en el ensayo del gen indicador HEK-ID1.

Figura 3. Resultados para el ensayo del gen indicador HEK-ID1 con
titulaciones de Gremlin humano (Figura 3A) y Gremlin de raton (Figura 3B) y el
efecto del anticuerpo 7326 (ilustrado como anticuerpo PB376) en la sefalizacion
de restauracion de BMP.

Figura 4. Un modelo estructural del complejo Gremlin-Fab, con las
regiones de unién a BMP posibles y el epitopo Fab resaltado.

Figura 5. Cultivo de organoides de criptas intestinales de ratén en el dia 0
y en el dia 7 siguiendo a la diseminacion. El medio contiene suplementacion de
proteina recombinante y/o anticuerpo anti-Greml de prueba. E = Factor de
Crecimiento Epidérmico, G=Grem1, R=Rspol.

Figura 6. Transferencia de Western en proteinas extraidas del epitelio de
raton Vill-Grem1l. 6 semanas de administracion de anticuerpos a 30 mg/kg es
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capaz de restaurar la sefalizacion epitelial de pPSMAD1,5.

Figura 7. Fenotipo de animal Vill-Grem1 tratado con anticuerpo después
de 6 semanas de tratamiento con anticuerpo anti-Greml. El tratamiento con
anticuerpo normaliza el fenotipo del intestino delgado y previene el desarrollo de
poliposis profunda. El tratamiento con anticuerpo previene la formacion de
criptas ectopicas de vellosidad y normaliza la determinacién del destino celular
con restriccion apropiada de Ki67, Sox9, EphB2 y tincién de lisozima a la base
de la cripta intestinal, y resolucion de tincién de CK20 normal en las células de
diferenciacion de la vellosidad del intestino delgado.

Figura 8. Diagramas de Kaplan-Meier de la supervivencia de las cepas de
raton de poliposis iniciado por Greml tras un tratamiento de anticuerpo anti-
Greml a largo plazo.

Figura 9. Grem1 estromal en tumorigénesis impulsada por APC. A. Grem1
ISH en tipo silvestre y Villin-CreERTZ2; ratones Apc fl/fl que muestran regulacion
en alza profunda del Grem1 estromal en respuesta a la pérdida de Apc epitelial
aguda. B. Eliminacion transgénica del Greml estromal en ratones ApcMin
reduce la carga tumoral de Apc mutante a 285 dias. C. El tratamiento prolongado
con anticuerpo anti-Greml1 (30 mg/kg/semana) reduce la carga tumoral de
ApcMin y prolonga el tiempo de vida del animal.

Figura 10. La expresion de Greml es elevada en cultivos estromales
primarios de pacientes con mieloma. Se extrajo ARN de cultivos de células
estromales derivadas de trépano de médula 6sea de donantes sanos
emparejados por edad y género y pacientes con mielomas y la expresiéon en
Greml fue analizada por PCR en tiempo real. La expresion de Greml fue
significativamente mayor en el grupo de pacientes con mielomas en comparacion
con donantes sanos. Los datos presentados como expresion de ARNm
normalizada a ActB (promedio + DT, **P<0,001, prueba T, Normal; n=17 y MM;
n=15).

Figura 11. La expresion Greml fue (A) analizada en el hueso compacto
de ratones sanos C57BIl6/KaLwRij.Hsd y ratones a los que se han inyectado PCs
5TGM1.Bmx1 MM con enfermedad detectable a través de BLI. (promedio + DT,
P=0,1120, examen T, Normal; n=11 y Carga tumoral; n=9). (B) La expresion de
Greml en el estroma de MO aislado desde las extremidades posteriores de
ratones portadores de tumores se relaciondé con la carga tumoral en las
respectivas extremidades, como fue detectado por BLI (Correlacion de Pearson;
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p<0,05, R2=0,414).

Figura 12. La expresion de Grem1l fue analizada en las lineas celulares
OP9 estromales derivadas de la médula 6sea, murina, tras 24, 48 y 72 h de co-
cultivo con (A) células 5TGM1.Bmx1, co-cultivadas en el transwell de 3 um
superior (B) células parentales 5TGML1., fijadas directamente sobre las células
estromales adherentes. Para cultivos de contacto, las células OP9.GFP+ fueron
clasificadas por FACS desde las PC MM parentales 5TGM1 para andlisis de la
expresion de Grem1l a través de PCR en tiempo real. Se observé un aumento
significativo en la expresion de Grem1 en las células estromales OP9 tras 72 h
de co-cultivo. Los datos presentados como expresion de ARNm en relaciéon con
ActB y normalizados para control medio solamente (promedio + ETM de 3
experimentos réplica, *P<0,05, prueba de t).

Figura 13. La expresion de Gremlinl fue analizada en co-cultivos de
estroma humano normal con varias lineas celulares MM humanas durante 72 h.
Las células MM se lavaron del estroma antes de la recoleccién para analisis de
la expresion de Grem1. Un incremento significativo en la expresion de Gremlinl
en condiciones de co-cultivo KMS-11 (p=0,0159) y U266 (p=0,0343) (ANOVA).
Los datos presentados como réplicas de co-cultivo con tres donantes de estroma
normales separados, normalizados para control de medio solamente.

Figura 14. La expresion de transgenes Greml en células OP9-estomales
fue confirmada por (A) RT-PCR y (B) transferencia de Western. PC MM 5TGM1
en (D) co-cultivos de transwell de (C) contacto celular con células OP9-
estromales modificadas para sobre-expresar Greml expuso tasas
incrementadas de proliferacion en comparacion con co-cultivos con controles
solo de vector OP9, medidos por la actividad luciferasa relativa. (promedio £ ETM
de 3 experimentos réplica, ** P<0,01, ***P<0,001, prueba T).

Figura 15. (A) Los ratones C57BI6/KaLwRij a los que se habian inyectado
PC MM 5TGM1.Bmx1 y posteriormente tratados con un anticuerpo neutralizante
de Grem1 presentaron una reduccion significativa en la carga tumoral general en
comparacion con los ratones tratados con un control IgG después de 4 semanas
como se ilustra en BLI. Promedio + ETM, n=13 ratones por grupo ****P< 0,0001,
ANOVA unidireccional. (B) Se llevé a cabo SPEP en ratones a los que se extrajo
sangre en la semana 4 posterior a la inyeccion de células tumorales. Se utilizd
intensidad de muestras adicionales M relativas a la albumina sérica como medida
de carga de enfermedad. Los ratones tratados con el anticuerpo anti-Greml
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tienen una intensidad de muestras adicionales M significativamente menor en
comparacion con los ratones que reciben el tratamiento de control IgG. Promedio
+ DT, **P<0,01, prueba de t. (C) Im&genes escaneadas de BLI ventral
representativas para ratones tratados con control IgG y anticuerpo neutralizante
de Greml.

Figura 16. Las células 5TGM1 MM fueron co-cultivadas en transwells de
3 um en presencia de células que sobre-expresan OP9-Greml o controles solo
vectoriales durante 72 h. El lisado de las células 5TGM1 fue analizado por
transferencia de Western para fosforilacion de Smads 1/5/9. Las células 5TGM1
exponen una reduccion en fosforilacion de Smads 1/5/9 cuando son cultivadas
en presencia de células estromales de MO con sobreexpresion de Greml, en
comparacion con controles solo vectoriales. Se utiliz6 Hsp90 como control de
carga. Imagen representativa de los dos experimentos réplica.

Figura 17. La linea celular estromal de MO, OP9 fue evaluada para
expresion de Greml tras el tratamiento con 20 ng/ml de IL6 recombinante
durante 72 h. Se observd un incremento significativo en la expresion de Grem1l
en las células OP9 estimuladas con IL6. (Promedio + ETM de 3 experimentos
réplica, ** P<0,01).

Figura 18. (A) Los ratones C57BIl6/KaLwRij que recibieron tratamiento de
anticuerpo neutralizante de Grem1 (Ab7326) antes de la inoculacién con PC MM
5TGM1.Bmx1 presentaron una reduccion significativa en la carga tumoral
general después de 4 semanas posteriores a la inoculacién celular, en
comparacion con los ratones tratados con ello recibieron un control 1gG
(Ab101.4), como se ilustra en BLI. Promediox ETM, n=7-8 ratones por grupo
****P< (0,0001, ANOVA unidireccional. (B) Se llevé a cabo SPEP en ratones de
los que se extrajo sangre en la semana 4 después de la inyeccion de células
tumorales. Se us6 la intensidad de las muestras adicionales M relativas a la
albumina sérica como medida de carga de enfermedad. Los ratones tratados con
el anticuerpo anti-Greml, tienen intensidad de muestras adicionales M
significativamente menor en comparacion con ratones que reciben el tratamiento
de control IgG. Promedio £DT, **P<0,0001, prueba T. (C) Imagenes escaneadas
de BLI ventral representativo para ratones tratados con control IgG y anticuerpo
neutralizante de Greml 4 semanas después de la inoculacion de células
tumorales.

Figura 19. Andlisis cuantitativo RT-PCR de expresion de ARNm de
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Greml. La expresion del gen Grem1 fue analizado en (A) células de cancer de
mama humano MDA-MB-231-TXSA y (B) fibroblastos mamarios MF9 humanos
después de 48 h de cultivo en condiciones normoéxicas e hipéxicas (n=1). Los
niveles de expresion fueron medidos por RT-PCR y normalizados a B-actina.
Promedio + DT de pocillos triplicados, *p<0,05, **p<0,005, prueba de t de Student
para muestras independientes.

Figura 20. Proliferacién de células cancerosas mamarias humanas en
respuesta a la estimulacion con Greml. Las células MDA-MB-231-TXSA fueron
estimuladas con varias concentraciones de rhGreml y cultivadas bajo
condiciones normoxicas (barra del lado izquierdo de cada par) e hipdxicas (barra
del lado derecho para cada par) durante (A) 24 y (B) 48 h. Los datos son
representativos de los tres experimentos independientes realizados por
triplicado. Promedio + DT, *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,0005, ANOVA
bidireccional con examen de comparaciones multiples de Tukey.

Figura 21. Proliferacion de células cancerosas mamarias murinas 4T1 en
respuesta a Grem1 derivado del estroma. Las células 4T1 fueron co-cultivadas
con células estromales OP9 de control vectoral o con expresion de Greml
durante 72 h. Los datos son representativos de tres experimentos
independientes realizados por triplicado. Promedio = DT, ***p<0,0005, prueba de
t de Student para muestras independientes (de dos colas).

Figura 22. El anticuerpo anti-Grem1 nuevo (Ab7326) revierte la inhibicion
mediada por Greml de fosforilacion de SMAD1/5/9 en células cancerosas
mamarias murinas 4T-1. Las células cancerosas mamarias murinas 4T1 fueron
estimuladas durante 2 horas con combinaciones de tratamientos segun se indica
y sujetas a analisis de transferencia de Western usando un anticuerpo reactivo
a fosfo-Smad1/5/9 (panel superior). B-actina (panel inferior) actiia como control
de carga.

Figura 23. El efecto de la monoterapia y terapia de combinacion en
ratones VG/Min.

Figura 24. Expresion de Grem1 en varios tumores solidos.

Figura 25. La relacion entre la expresion de Grem1 y consecuencias de
supervivencia en carcinoma vesical. Linea superior — Grem1 bajo; linea inferior
— Grem1 alto.

Figura 26. La relacion entre la expresion de Greml y las consecuencias
de supervivencia en adenocarcinoma pancreatico ductal. Linea superior —
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Grem1 bajo; linea inferior — Grem1 alto.

Figura 27. La relacion entre la expresion de Grem1 y las consecuencias
de supervivencia en adenocarcinoma ovarico. Linea superior — Grem1 bajo; linea
inferior — Grem1 alto.

Figura 28. La relacion entre la expresion de Grem1 y las consecuencias
de supervivencia en carcinoma de mama basal. Linea superior — Grem1 bajo;
linea inferior — Grem1 alto.

Figura 29. La relacion entre la expresion de Grem1 y las consecuencias
de supervivencia en carcinoma pulmonar. Linea superior — Grem1l bajo; linea
inferior — Grem1 alto.

Figura 30. Fenotipo de intestino Vill-Greml tratado con anticuerpo
después de 6 semanas de tratamiento con el anticuerpo anti-Grem1.

Figura 31. Diagramas de supervivencia de Kaplan-Meier de cepas de
raton de poliposis iniciadas por Grem1 después de un tratamiento con anticuerpo
anti-Greml1 a largo plazo. (A) ratones Vil1l-Grem1. (B) ratones Vil1l-Grem1;ApcMn,

Figura 32. (A) Diagrama de Kaplan-Meier que ilustra que el tratamiento
prolongado con anticuerpo anti-Greml (30 mg/kg/semana) reduce la carga
tumoral de ApcMin y prolonga la longevidad animal (B) Hibridacién in situ para
ApcMiny Greml.

Figura 33. Carga tumoral en ratones C57B16/KaLwRij es
significativamente reducida en los huesos de las extremidades posteriores
cuando los ratones son tratados con anticuerpo neutralizante de Grem1, Ab7326,
(A) posterior a la inoculacion de células tumorales y (B) anterior a la inoculacion
de células tumorales, comparado con el control IgG (como se ilustra por
diagndstico por imagenes de bioluminiscente (BLI)). Se observa una tendencia
a la baja en la carga tumoral esplénica entre los grupos de tratamiento en las
configuraciones (C) posterior o (D) anterior a la inoculacion de células tumorales.
Prueba de t de Student, ** p< 0,01, *** p< 0,001.

Figura 34. Diagramas de supervivencia de Kaplan Meier para tratamiento
de poliposis establecida en (A) ratones Vil1-Grem1 y (B) ratones ApcMn. Mediana
de supervivencia: ApcMn: Vehiculo: 192 dias (n=15); ApcMn anti-Grem1: 264,5
dias (n=10); Vehiculo Vil-Grem1: 242 dias (n=13); y Vil-Grem1 anti-Grem1: 477
dias (n=8), orden logaritmico p<0,01 en ambos casos. Las flechas indican la
iniciacion del tratamiento en los grupos tratados.

Figura 35. Graficos que ilustran la carga de pdlipos colonicos y
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supervivientes en cuatro grupos de tratamiento, a saber: (i) ratones Vill-Grem1
no tratados (VG+sin tratamiento); (ii) ratones Vill-Greml tratados Unicamente
con azoximetano (VG+AOM+sin tratamiento); (iii) ratones vill-Grem1l tratados
Gnicamente con anticuerpo anti-Grem1 (VG+a-Grem1); y (iv) ratones Vill-Grem1
tratados tanto con azoximetano como con anticuerpo anti-Greml1 (VG+AOM+ a-
Grem1l). (A) Curva de Kaplan-Meier que demuestra la supervivencia de los
ratones. (B) Grafico que ilustra la carga de polipos coldnicos. (C) Gréfico que
ilustra el tamafio de los pdlipos coldnicos.

Figura 36. Niveles de estroma de expresion de FoxI1 en vellosidades de
ratones TS, Vill-Grem1 no tratados y Vill-Grem1 tratados con anticuerpo anti-
Greml (*: p-valor < 0,05, **: p-valor <0,01).

Figura 37. ISH fluorescente multiple para FoxI1 (verde) y Wnt5a (rojo) en
el intestino delgado de ratén Vill-Greml. Las secciones fueron contratefiidas
utilizando DAPI. Se observd expresion combinada de Foxll y Wnt5a (en las
areas amarillas).

Figura 38. Expresion de tejido de ligandos Wnt y marcador de célula
telocito en modelos de tratamiento, Vill-Grem1 y de tipo silvestre. Expresion de
marcador de telocito (A) Wnt 5A; (B) Wnt 2B; (C) FoxI1 utilizado ISH en ratones
Vill-Greml y de tipo silvestre y cuantificado después del tratamiento con
anticuerpo.

Figura 39. Curvas de supervivencia de Kaplan Meier de modelos de raton
Vil1-Grem1;ApcMin tratados con vehiculo de control (linea D, mediana de
supervivencia 45 dias, n=13) y con anticuerpo anti-Greml a 15 mg/kg
semanalmente (linea A, mediana de supervivencia 76,5 dias, n=6), 30 mg/kg
semanalmente (linea B, mediana de supervivencia 108 dias, n=15, experimento
en curso: dos ratones aun con vida) y 60 mg/kg semanalmente (linea C, mediana
de supervivencia 111 dias, n=7, experimento en curso: cinco ratones aun con
vida).

Figura 40. Curvas de supervivencia de Kaplan Meier para terapia
preventiva y tratamiento de poliposis establecida. Las flechas indican el
momento de inicio del tratamiento en grupos tratados.

(A) ratones Vill-Grem1. Vehiculo (linea solida): mediana de supervivencia
242 dias (n=13); tratamiento de etapa avanzada de terapia anti-Grem1 (linea de
puntos): 519 dias, n=7; tratamiento de etapa temprana anti-Greml (linea
discontinua); 540 dias, (n=11) orden logaritmico p<0,01 para ambos grupos. (B)
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ratones ApcMn. Vehiculo (linea sélida); mediana de supervivencia: 192 dias
(n=15); tratamiento de etapa avanzada anti-Grem1 (linea de puntos): 261 dias
(n=11); tratamiento de etapa temprana anti-Grem1 (linea discontinua); 424,5
dias (n=10), orden logaritmico p<0,01 para ambos grupos.

Figura 41. Los ratones C57BL6 inoculados con células de céancer de
mama PyMT-BO1 por inyeccion de CA sistémica y tratadas con anticuerpo
neutralizante de Greml (Ab7326) tienen una carga tumoral significativamente
reducida en comparacion con los ratones tratados con anticuerpo de control de
isotipo (Ab101.4). (A) El diagndstico por imagenes IVIS BLI de ratones al concluir
el estudio (en el dia 13) muestra una carga tumoral significativamente reducida
en ratones tratados con Ab7326 en comparacion con ratones tratados con
AB101.4. Promedio + ETM, prueba de t de Student, Ab101.4; n=12, Ab7326;
n=13, *p<0,05. (B) Imagenes BLI representativas en el dia 13.

Figura 42. Los ratones C57BL6 portadores de tumores PyMT-BO1l
tratados con anticuerpo neutralizante de Greml (Ab7326) han reducido la
metéstasis de pulmoén e higado, en comparacion con los ratones tratados con
control de isotipo (Ab101.4). (A) Gréfico que ilustra los resultados del diagnéstico
por imagenes de BLI ex vivo para carga tumoral en los pulmones de ratones
tratados con AB7326 en comparacion con ratones tratados con Ab101.4. (B)
Gréficos que ilustran los resultados del diagndstico por imagenes de BLI para
carga tumoral de higado en grupos de tratamiento Ab7326 y Ab101.4. Promedio
+ ETM, prueba de t de Student, Ab101.4; n=6, Ab7326; n=7, *p<0,05.

Figura 43. Gréaficos que ilustran los resultados del diagndéstico por
imagenes de IVIS BLI de ratones NSG portadores de tumor MDA-MB-231
tratados con anticuerpo de control de isotipo (AbA33) y anticuerpo neutralizante
de Greml (UCB6114). Promedio + ETM, prueba de t de Student, n=8, p>0,05.

Figura 44. Iméagenes de IVIS BLI representativas de ratones portadores
de tumor MDA-MB-231 tratados con control de isotipo (AbA33) o anticuerpo
neutralizante de Grem1 (UCB6114) el dia 22 posterior a la inoculacion de célula
cancerosa.

Figura 45. Graficos que ilustran los resultados del diagnéstico por
imagenes de IVIS BLI ex vivo de los pulmones de ratones NSG portadores de
tumor MDA-MB-231 tratados con anticuerpo de control de isotipo (AbA33) o
anticuerpo neutralizante de Grem1 (UCB6114). Promedio + ETM, prueba de t de
Student, n=8, p>0,05.
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Figura 46. Graficos que ilustran los resultados del diagndéstico por
imagenes de BLI de ratones NSG inoculados con células de cancer de prostata
PC-3 por inyeccién sistémica CA y tratados con anticuerpo neutralizante de
Grem1 (UCB6114) o anticuerpo de control de isotipo (AbA33). El diagndstico por
imagenes de BLI se llevo a cabo en (A) la totalidad del cuerpo; (B) BLI de higado
ex vivo; (C) extremidades inferiores ex vivo; y (D) pulmones ex vivo. Promedio +
ETM, prueba de t de Student, n=57, *p<0,05, **p<0,01, **p<0,001.

Figura 47. Imdgenes de BLI representativas de ratones NSG con carga
tumoral PC-3 sistémica tratados con anticuerpo de control de isotipo (AbA33) o
anticuerpo neutralizante de Grem1 (UCB6114) al concluir el estudio (en el dia
25). El higado, las extremidades inferiores y los pulmones fueron disecados y
diagnosticados por imagenes ex vivo inmediatamente después del escaneo final
de cuerpo completo.

Descripcién Detallada de la Invencidn

Se entiende que las diferentes aplicaciones de los productos y métodos
divulgados pueden ser adaptadas a las necesidades especificas del estado de
la técnica. También se entiende que la terminologia utilizada en la presente es a
los fines de la descripcion de formas de realizacion particulares de la invencion
Unicamente, y no tiene la intencion de ser limitativa.

Asimismo, como se usa en la presente memoria descriptiva y
reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un”, "una" y "la/el" incluyen
referencias plurales a menos que el contenido claramente estipule lo contrario.
De este modo, por ejemplo, una referencia a "un inhibidor" incluye dos o méas de
dichos inhibidores, o referencia a "un oligonucle6tido" incluye dos o méas de
dichos oligonucleétidos y similares.

Todas las publicaciones, patentes y solicitudes de patente citadas en la
presente, ya sea con anterioridad o a continuacion, quedan incorporadas a la
presente por referencia en su totalidad.

Tratamiento y prevencion del cancer

La presente invencion proporciona un antagonista anti-GREM1 para uso
en un método para la prevencion o tratamiento del cancer. El cancer tipicamente
tiene una estroma (tal como un estroma desmoplasico), que tipicamente tiene
una sobreexpresion estromal de GREM1. El cancer puede adicional o
alternativamente tener sobreexpresion epitelial de GREML1 o estar iniciado por
GREML1.
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Céancer

El cancer puede ser cualquier cdncer o tumor que tenga un estroma,
tipicamente un estroma desmoplasico. El cancer puede ser cualquier cancer o
tumor que sea iniciado por GREML1. El cancer puede ser cualquier cancer en
donde se observe la sobreexpresion de GREM1 estromal y/o epitelial. El cancer
o tumor puede tener sobreexpresion estromal de GREM1 y no sobreexpresion
epitelial de GREML1. El cancer o tumor puede tener sobreexpresion epitelial de
GREML1 y no sobreexpresion estromal de GREM1. En formas de realizacion
preferidas, el cancer o tumor tiene una sobreexpresion de GREM1 en el estroma
desmoplésico.

El cancer o tumor puede ser un tumor solido. El tumor sélido puede tener
un estroma desmoplasico.

Los canceres particularmente preferidos que pueden ser tratados incluyen
cancer colorrectal, mieloma multiple, cancer de pancreas, cancer de vejiga,
cancer de mama, cancer de pulmon, cancer estomacal, cancer de duodeno,
cancer esofagico, cancer prostatico, cancer de cabeza y cuello cancer de
endometrio, cancer hepético, cancer de bazo, cancer de hueso, y osteosarcoma.
El cancer que puede ser tratado puede ser cancer intestinal, cancer de colon o
cancer rectal. El cdncer a ser tratado puede ser un céancer diseminado, por
ejemplo, un cancer metastasico. Por cancer diseminado se entiende uno que se
ha propagado desde su sitio inicial de origen dentro del cuerpo. Por ejemplo, un
cancer diseminado puede ser uno que se originé en la médula 6sea, colon,
préstata o tejido mamario de un paciente pero se propago, por ejemplo, al higado
o pulmon del paciente.

El antagonista de GREM1 también puede usarse para prevenir la
diseminacién de un cancer.

El antagonista de GREML1 puede usarse para evitar la poliposis asociada
con el cancer.

En la biologia y medicina del cancer se usan sistemas de gradacion para
categorizar las células cancerosas con respecto a su falta de diferenciacion
celular. Esto refleja la medida en que las células cancerosas difieren en
morfologia de las células sanas encontradas en el tejido desde el cual se origin6
la célula cancerosa. El sistema de gradacion puede ser usado para proporcionar
una indicacion de cuan rapido puede esperarse que crezca un cancer particular.
Tipicamente, las gradaciones usadas de cancer son Grados (G) Xy 1 a 4. GX
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indica que el grado de cancer no puede ser evaluado. Las células cancerosas
G1 (grado bajo) tienen una morfologia similar a las células normales sanas (esto
es, estan bien diferenciadas) y puede esperarse que crezcan despacio, y son
menos propensas a propagarse. Las células cancerosas G2 (grado intermedio)
estan moderadamente diferenciadas, esto es, se presentan de manera mas
anormal y puede esperarse que crezcan ligeramente mas rapido que las células
G1. Las células cancerosas G3 (grado alto) tienen una morfologia muy diferente
en comparacion con las células normales (esto es, estdn poco diferenciadas) y
puede esperarse que crezcan de manera mas rapida que las células G1 y G2.
Las células cancerosas G4 (grado alto) son indiferenciadas (también referidas
como anaplasicas) y puede esperarse que tengan la capacidad maxima de
proliferacion.

La gradacion del cancer es diferente de la estadificacion del cancer, lo que
da una indicacion de como se podrd propagar el cancer. Un sistema de
estadificacion de cancer comun tiene cinco etapas, a saber, Etapa 0: células
cancerosas in situ (esto es, ubicadas en su tejido normal); Etapa I: el cancer esta
ubicado en una parte del cuerpo; Etapa Il: el cancer esta localmente avanzado;
Etapa lll: el cAncer también esta localmente avanzado (la designacién de un
cancer como Etapa Il o Etapa Ill puede depender del tipo especifico de cancer);
y Etapa IV: el cancer esta usualmente con metastasis o propagado a otros
organos o a través del cuerpo.

Una persona experta en la técnica conoce como determinar el grado y/o
etapa de un cancer. En una forma de realizacion, la invencién se refiere al uso
de un antagonista anti-GREML1 para el tratamiento y/o prevencion de un cancer
establecido. En una forma de realizacion, el cAncer es un cancer establecido. Un
cancer establecido puede ser un cancer de grado alto, por ejemplo, un cancer
G3 0 G4. Un cancer establecido puede ser un cancer que esta en Etapa Il o
superior. Un cancer establecido puede ser un cancer de Etapa lll o Etapa IV. En
una forma de realizacion, el cancer establecido es un cancer de Etapa IV que ha
hecho metéastasis.

Cancer Colorrectal

La invencidn se refiere en un aspecto preferido a la prevencion o
tratamiento del cancer colorrectal. A modo de antecedente, la mucosa intestinal
es un ecosistema complejo y el epitelio tiene una relacion de interdependencia
con este microambiente, especialmente el estroma subyacente. La
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intercomunicacion epitelial-mesenquimal esta intimamente involucrada en la
regulacion de la homeostasis y es dinAmicamente alterada en la regeneracion y
cancer intestinal. Las redes de sefializacion celular son los canales efectores de
la intercomunicacion inter-compartimental y controlan la determinacion del
destino de las células epiteliales, pero pueden ser absorbidas y corrompidas por
el microambiente tumoral en el cancer colorrectal.

El manejo quimioterapéutico actual del cancer colorrectal no ha cambiado
sustancialmente durante los ultimos 20 afios y esta predominantemente basado
en el uso de una combinacion de agentes citotoxicos (tales como regimenes
FOLFOX y FOLFIRI http://www.cancerresearchuk.org/about-cancer/cancer-in-
general/treatment/cancer-drugs/drugs) contra el epitelio del tumor proliferativo, y
puede aparecer resistencia a estos agentes dirigidos al epitelio. Resulta ahora
mas importante que nunca identificar nuevas terapias para uso en cancer
colorrectal.

Un cancer o tumor particularmente preferido para tratamiento es por tanto
el cancer colorrectal o un tumor colorrectal. Una forma especialmente preferida
de cancer colorrectal para tratamiento es el cancer colorrectal que se caracteriza
por tener sobreexpresion de GREM1 en células estromales, esto es,
sobreexpresion estromal de GREM1. Las células estromales pueden ser
fibroblastos asociados al cancer. Un céncer colorrectal con sobreexpresion
estromal de GREM1 puede no presentar ninguna sobreexpresion epitelial de
GREML1. Un cancer colorrectal con sobreexpresion estromal de GREM1 puede
comprender sobreexpresion estromal de Foxll. Una forma particularmente
adecuada de cancer colorrectal para tratamiento es el cancer colorrectal que es
un subtipo mesenquimal de cancer colorrectal, también descrito como CMS4
(Guinney et al, Nat Med 2015). También pueden tratarse cualquier otro subtipo
de cancer colorrectal incluyendo cualquiera de CMS1, CMS2 y CMS3 como se
describe en Guinney et al mencionado anteriormente. Un cancer colorrectal
como se describe en la presente puede ser un cancer colorrectal proximal (o0 un
tumor colorrectal proximal). El colon proximal es la region de flujo ascendente
del intestino grueso del angulo esplénico, es decir el ciego del intestino grueso,
el colon ascendente y el colon transverso. Los canceres o tumores en esta region
también se denominan canceres o tumores de lado derecho. La invencion puede
referirse al tratamiento del cancer colorrectal del lado derecho o a un tumor
colorrectal del lado derecho.


http://www.cancerresearchuk.org/about-cancer/cancer-in-general/treatment/cancer-drugs/drugs
http://www.cancerresearchuk.org/about-cancer/cancer-in-general/treatment/cancer-drugs/drugs
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El cancer colorrectal puede ser un cancer colorrectal distal (0 un tumor
colorrectal distal). El colon distal es la region de flujo descendiente del intestino
grueso del angulo esplénico, es decir, el colon descendiente, el colon sigmoide
y el recto. Los canceres o tumores en esta regién también se denominan
canceres o tumores del lado izquierdo. La invencion puede referirse al
tratamiento de cancer colorrectal del lado izquierdo o un tumor colorrectal del
lado izquierdo. Un cancer que tiene sobreexpresion estromal de GREM1 puede
ser preferiblemente un cancer esporadico. El cancer esporadico puede estar
causado por una mutacion somatica. El cancer esporadico puede estar causado
por un agente carcinogénico. Un cancer esporadico no se debe a una mutacién
genética heredada. El cancer esporadico puede provocar la sobreexpresion
estromal de GREML1. La proliferacion del cancer esporadico puede depender de
la sobreexpresion estromal de GREML1 en el cancer.

Al menos tres polimorfismos de nucleétidos simples (SNPs) cercanos al
GREML1 estan independientemente asociados con el riesgo de cancer colorrectal
(CRC) en europeos blancos del norte, y probablemente en otros grupos étnicos
(Tomlinson et al, PLos Genet, 2011). Existe un vinculo directo con la expresién
de GREM1 y es probable que los otros SNPs tengan efectos similares.
Asimismo, dos SNPs comunes cerca de BMP2, dos cerca de BMP4 y uno cerca
de BMP7 influyen en la expresion de los ligandos BMP y afectan al riesgo de
CRC. De este modo, el cancer puede comprender uno o mas de los SNPs antes
mencionados.

Otro tipo de cancer o tumor para tratamiento de acuerdo con la invencion
es uno que exhibe sobreexpresion de GREM1 en células epiteliales. La
sobreexpresion de GREM1 en células epiteliales puede provocar el cancer. La
proliferacion del cancer puede depender de la sobreexpresion epitelial de
GREML1. De este modo, el cancer puede ser de origen epitelial. El cancer es
tipicamente cancer colorrectal o cancer de duodeno. Preferiblemente, el cancer
es cancer colorrectal. El cancer puede ser iniciado por GREML1. Por Iniciado por
GREML1 se entiende que un evento mutageno que realce la actividad o expresion
de GREML1 es la causa del cancer. Dicho cancer puede ser debido a una
mutacion genética heredada. El cancer puede entonces ser un cancer familiar
(ver a continuacion).

Un tipo preferido de cancer colorrectal para el tratamiento puede ser
resistente a uno o0 mas de los agentes anticancerosos conocidos (tales como
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agentes quimioterapéuticos), segun se describe a continuacion.

El cancer colorrectal puede ser un cancer colorrectal diseminado. El
cancer colorrectal puede ser un céncer colorrectal metastasico. ElI cancer
colorrectal puede ser un céncer colorrectal metastasico del pulmén. El cancer
colorrectal puede ser un céncer colorrectal metastasico del higado. El cancer
colorrectal puede ser un cancer colorrectal metastasico del hueso.

El cancer colorrectal puede estar caracterizado por sobreexpresion
estromal del Foxll. El céancer colorrectal puede estar caracterizado por
sobreexpresion estromal de uno o més ligandos Wnt. Por ejemplo, el cancer
colorrectal puede estar caracterizado por sobreexpresion estromal de Wnt5A y/o
Wnt2B. Un céncer colorrectal puede ser particularmente apropiado para la
prevencion o tratamiento utilizando un antagonista de GREM1 si dicho cancer
colorrectal tiene sobreexpresion estromal de Foxll y/o un ligando Wnt, por
ejemplo, Wnt5A o Wnt2B.

Céncer familiar

Los canceres familiares incluyen canceres que resultan de una mutacion
0 mutaciones en el gen codificador de GRAM1, o cualquier otra mutacion que
afecte a la expresion del gen de GREM1. La condicién autosémica dominante
Sindrome de Poliposis Mixta Hereditaria (HMPS) est4 provocada por un flujo
ascendente de duplicacion de 40 kb de GREM1 que resulta en un cambio de
expresion de compartimento patolégico desde un gradiente mesenquimal
restringido a expresion de gen GREM1 ectépico a través del epitelio.

El sujeto que se va a tratar con el antagonista anti-GREM1 puede haber
sido previamente determinado como en riesgo de desarrollar un cancer familiar.
Por ejemplo, el sujeto puede haber sido determinado como en riesgo en funcion
de su historia familiar y/o porque el sujeto porta una mutacion en un gen conocido
por originar, o incrementar el riesgo de desarrollar, el cancer familiar.

El cancer familiar puede ser el sindrome de Lynch, que también se
denomina cancer colorrectal hereditario no asociado a poliposis (HNPCC). El
cancer familiar puede ser una poliposis adenomatosa familiar (FAP).

Los presentes inventores han demostrado que el uso de un anticuerpo
anti-GREM1 sustancialmente aumenta la supervivencia de los modelos de
ratones ApcMn (ver, por ejemplo, los Ejemplos 11, 19 y 23 que siguen). Los
ratones ApcM" son un modelo bien establecido de poliposis adenomatosa
familiar (FAP). De este modo, los pacientes o sujetos que padecen FAP pueden




10

15

20

25

30

35

17

ser particularmente adecuados para el tratamiento con el antagonista anti-
GREML1. El cancer familiar que se va a tratar o prevenir con el antagonista anti-
GREML1 (por ejemplo, un anticuerpo anti-GREM1) puede ser FAP. A un sujeto
que ha padecido previamente FAP puede preventivamente administrarsele un
antagonista anti-GREM1, por ejemplo, para prevenir la recaida. A un sujeto que
no ha padecido previamente FAP pero que ha sido previamente determinado
como en riesgo de desarrollar FAP, puede administrarsele preventivamente un
antagonista anti-GREM1. Un sujeto puede haber sido determinado en riesgo de
desarrollar FAP porque se ha encontrado que el sujeto porta una mutacién
perjudicial en su gen Apc.

Mieloma Mdltiple

La invencién se refiere en otro aspecto preferido a un tratamiento o
prevencion de mieloma multiple. Mieloma Mdultiple (MM) es un tumor maligno
hematoldgico caracterizado por la proliferacion clonal de células plasmaticas
(CP) dentro de la médula 6sea (MO). Es bien conocido que la MO soporta el
crecimiento de tumores en MM, con sefializacion bidireccional entre las células
tumorales y la MO fundamental para el crecimiento continuo, proliferacion y
supervivencia de las CP MM. Los componentes celulares y no celulares de la
MO ejercen diferentes efectos sobre el crecimiento y proliferacion de las CP MM.
Mientras que los estudios recientes han identificado componentes de la MO que
participan en la progresion de la enfermedad y se han desarrollado terapias
dirigidas a ellos, los tratamientos de referencia en MM aun dependen
principalmente de dirigir las células tumorales ellos mismos. Mientras que dichas
terapias son efectivas en la prolongacion de la supervivencia del paciente, debido
a la gran participacion de la MO en el crecimiento, proliferacion, supervivencia y
resistencia a farmacos de las células MM, se necesitan terapias mas efectivas
qgue se dirijan a este aspecto importante de la enfermedad. De hecho, MM es
una enfermedad en gran parte incurable, con recaidas en la enfermedad como
factor clave a enfrentar en el tratamiento efectivo de esta enfermedad.

En consecuencia, la invencion es también preferiblemente dirigida al
tratamiento o prevencion de mieloma multiple. EI mieloma mudltiple tipicamente
comprende la presencia de mas de una masa de células plasmaticas dentro de
la médula 6sea. ElI mieloma multiple esta de este modo tipicamente asociado
con la proliferacion anomala de células plasmaticas en la médula 0sea. Una
forma especialmente preferida de mieloma mdultiple para tratamiento esta
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caracterizada por tener sobreexpresion de GREM1 en la médula Osea. El
mieloma multiple puede entonces comprender sobreexpresion estromal de
GREML1. La sobreexpresién estromal de GREM1 puede estar presente en el
compartimento de hueso compacto del hueso. La sobreexpresion estromal de
GREML1 puede reflejar una cantidad aumentada de células estromales, o un
incremento en los niveles de expresion de GREM1 dentro de células estromales
que expresan GREML1 existentes. La médula 6sea puede comprender células
madre osteocondrorreticulares (OCR). Las células estromales que
sobreexpresan GREM1 pueden comprender células madre OCR. Un tipo
preferido de mieloma multiple para tratamiento puede ser resistente a uno o mas
de los agentes anticancerosos conocidos (tales como agentes
quimioterapéuticos), segun se describe a continuacion.

Céncer de Mama

La presente invencion se refiere en otro aspecto preferido al tratamiento
0 prevencion del cancer de mama. Como se describe con mas detalle en los
Ejemplos, los inventores han observado que GREM1 induce la proliferacion de
células de cancer de mama y ademas que el co-cultivo de células de cancer de
mama con células estromales que expresan Grem-1 también induce dicha
proliferacion. Adicionalmente, un antagonista de GREML1 es capaz de neutralizar
los efectos de activaciéon de GREML1 en células de cdncer de mama.

De conformidad, los resultados obtenidos en cancer de mama tienen la
funcién de apoyo para GREML1 en la proliferacién de las células de cancer de
mama, incluyendo expresion de GREM1 en células estromales.

Los inventores también han demostrado la eficacia in vivo de un
antagonista de GREM1 en la prevencién y tratamiento del cancer de mama en
modelos de raton pre-clinicos (ver Ejemplo 24 a continuacion). En particular, se
ha observado que los ratones portadores de tumores de cancer de mama
tratados con el antagonista de GREM1 demostraron una reduccion en: carga
tumoral general, carga tumoral en el pulmén y carga tumoral en el higado.

La invencion por lo tanto proporciona un tratamiento y prevencion de
cancer de mama por administracion de un antagonista anti-GREM1. El cancer
de mama puede comprender sobreexpresion estromal de GREM1. Las células
de mama estromales que sobreexpresan GREM1 pueden comprender
fibroblastos estromales, también descritos en la presente como fibroblastos
asociados al cancer. Un tipo preferido de cancer de mama para tratamiento
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puede ser resistente a uno 0 mas de los agentes anticancerosos conocidos (tales
como agentes quimioterapéuticos), segun se describe a continuacion. El cancer
de mama puede ser un cancer de mama diseminado. El cancer de mama puede
ser un cancer de mama metastasico. El cancer de mama puede ser un cancer
de mama metastésico del pulmon. El cAncer de mama puede ser un cancer de
mama metastésico del higado. El cancer de mama puede ser un cancer de
mama metastasico del hueso.

Cancer de Prostata

En adn otro aspecto, la presente invencion se refiere al tratamiento o
prevencion del cancer de préstata.

Como se describe en mas detalle en el Ejemplo 25, los inventores han
demostrado la eficacia de un antagonista de GREM1 en la prevencion y
tratamiento del cancer de prostata en un modelo de raton pre-clinico. En
particular, se ha observado que el raton portador del tumor de cancer de prostata
tratado con el antagonista de GREM1 demostr6 una reduccion en: carga tumoral
general, carga tumoral en el higado, carga tumoral esquelética, y carga tumoral
en el pulmon.

La presente invencién por lo tanto ademas establece el tratamiento y
prevencion del cancer de préstata por administracion de un antagonista anti-
GREML1. El cancer de préstata puede ser un cancer de préstata diseminado. El
cancer de prostata puede ser un cancer de prostata metastasico. El cancer de
prostata puede ser un cancer de prostata metastasico del pulmén. El cancer de
prostata puede ser un cancer de prostata metastasico del higado. El cancer de
prostata puede ser un cancer de préstata metastasico del hueso.

Otros tipos de cancer

Ademas de las aplicaciones especificamente ejemplificadas en el
tratamiento y prevencién del cancer colorrectal, mieloma madltiple, cancer de
mama y cancer de prostata, los inventores contemplan que la eficacia terapéutica
de los antagonistas de GREM1 segun se demuestra en estos tipos de cancer
también resultara aplicable al tratamiento de otros tipos de cancer que tengan
caracteristicas correspondientes. En particular, se contempla que los
antagonistas de GREM1 seran utiles en la prevencion o tratamiento de tipos de
cancer en los que haya sobreexpresion de GREM1 estromal y/o epitelial, y esta
sobreexpresion contribuye al crecimiento de células malignas. Dichos tipos de

cancer incluyen cancer de pancreas, cancer de vejiga, cancer pulmonar, cancer
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estomacal, cancer de duodeno, cancer de esofago, cancer de cabeza y cuello,
glioma, cancer de endometrio, cancer de higado, cancer de bazo, cancer de los
huesos y osteosarcoma. La relacién entre la expresion de Greml y las
consecuencias de supervivencia en varios tumores solidos segun se determina
utiizando informacién  disponible  publicamente  (del servidor R2
https://hgserverl.amc.nl/cgi-bin/r2/main.cgi) se ilustra en las Figuras 24 a 29.
Estroma y Epitelio

Los tipos de cancer descritos para prevencion o tratamiento en la presente
pueden comprender sobreexpresion de GREM1 estromal y/o epitelial.

Las expresiones "célula estromal" o "estroma" como se usan en la
presente se refieren a porciones estructurales y/o conectivas de un tejido u
organo.

El tejido estromal esta principalmente hecho de matriz extracelular que
contiene células de tejido conectivo. La matriz extracelular esta principalmente
compuesta de sustancia fundamental — un gel hidratado, poroso, hecho
principalmente de agregados de proteoglucano -y fibras de tejido conectivo. Hay
tres tipos de fibras comunmente encontradas dentro del estroma: fibras de
colageno tipo |, elasticas y reticulares (colageno tipo Ill). Los fibroblastos y
pericitos se encuentran entre los tipos mas comunes de células estromales.

En el contexto de un cancer o tumor (por ejemplo, comenzando en el
epitelio de un tejido u 6rgano), el estroma del tejido u érgano puede ayudar en el
crecimiento y progresion del cancer. El estroma asociado con el cancer o tumor
puede ser un estroma desmoplasico provocado por el crecimiento de tejido
fibroso o conectivo alrededor del cancer o tumor.

La sobreexpresion de GREM1 puede observarse en cualquier parte del
estroma/cualquier célula estromal. Las células estromales pueden ser
fibroblastos o células de apoyo similares a fibroblastos. Las células estromales
pueden ser fibroblastos o células de apoyo similares a fibroblastos aisladas
desde un estroma desmoplasico de cualquier cancer o tumor descrito con
anterioridad, tal como desde el colon o recto en un cancer colorrectal, o la médula
O0sea en mieloma multiple. Las células estromales pueden ser fibroblastos
asociados al cancer.

El término "epitelial” como se usa en la presente se refiere a una célula
derivada de un revestimiento exterior de un tejido u érgano. En relacion con el
colon, el epitelio intestinal es la capa de células que forman la superficie luminal
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0 revestimiento del intestino tanto delgado como grueso del tracto
gastrointestinal. Esta compuesto por epitelio cilindrico simple. La "barrera
superior" es la capa simple de epitelio intestinal de células cilindricas compuesto
de cuatro tipos de células epiteliales intestinales: los enterocitos absorbentes, las
células calciformes, las células de Paneth y las células enteroendocrinas. Las
caracteristicas de la barrera superior son similares en el intestino delgado y
grueso. La principal diferencia es la presencia de elevaciones y proyecciones
(pliegues circulares, vellosidades y microvellosidades) en el duodeno, yeyuno e
ileon que permite el incremento de la superficie de absorcion. Esto no se observa
en el colon, que al contrario muestra una superficie plana. Entre las
protuberancias de la membrana mucosa llamadas vellosidades, existen
inflexiones llamadas criptas de Lieberkiihn, que son invaginaciones glandulares
distintas. La célula en la que se observa la sobreexpresion epitelial de GREM1
puede ser cualquier célula epitelial, tal como cualquier célula epitelial intestinal.

Aunque no queden obligados por esta teoria, los presentes inventores
postulan que la sobreexpresion de GREM1 en el epitelio y/o estroma puede
promover el fenotipo de células madre/progenitoras (incrementando la cantidad
de células madre/progenitoras), promoviendo el comportamiento de las células
madre epiteliales y conduciendo la progresion del cancer y/o resistencia a los
agentes quimioterapéuticos. De este modo, un antagonista de GREM1 usado de
conformidad con la invencion puede evitar la induccion de un fenotipo de cancer
anormal de células madre/progenitoras, reducir el comportamiento de las células
madre epiteliales y/o disminuir la cantidad de células madre/progenitoras, en el
epitelio de un tejido u érgano de un sujeto en el que el cancer sera evitado o
tratado, tal como en el epitelio intestinal. La capacidad de un antagonista de
GREM1 para afectar el comportamiento de células madre puede ser ensayada
clinicamente por la evaluacion de epitelio conocido y marcadores de células
madre cancerosas.
GREM1

Los términos GREM1 o Gremlin-1 como se usan en la presente invencion
en el contexto de una proteina se refieren a una proteina que tipicamente tiene
la secuencia de aminoacido como se establece en el UniProt, entrada O60565
(SEQ ID NO: 1), GREM1 humano. Los términos GREM1 y Gremlin-1 también
pueden referirse a un polipéptido Gremlin-1 que:

(a) comprende o consiste en una secuencia de aminoacido de SEQ ID
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NO: 1 con o sin el péptido de sefial N-terminal, esto es, puede comprender o
consistir en la secuencia del péptido maduro como se ilustra en SEQ ID NO: 21;
0

(b) es un derivado que tiene una o mas sustituciones, modificaciones,
eliminaciones o inserciones de aminoacidos en relacion con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1 con o sin el péptido de sefal N-terminal (como se
ilustra en SEQ ID NO: 21), que retiene la actividad de Gremlin-1, tal como la
secuencia de aminoéacido de SEQ ID NO: 20.

(c) una variante del mismo, dichas variantes tipicamente retienen al
menos alrededor del 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 % 0 95 %
de la identidad con SEQ ID NO: 1 (o SEQ ID NO: 20 o 21) (o incluso alrededor
del 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad). En otras palabras, dichas variantes
pueden retener alrededor del 60 % - alrededor del 99 % de identidad con SEQ
ID NO: 1, adecuadamente alrededor del 80 % - alrededor del 99 % de identidad
SEQ ID NO: 1, mas adecuadamente alrededor del 90 % - alrededor del 99 % de
identidad con SEQ ID NO: 1 y mas adecuadamente alrededor del 95 % -
alrededor del 99 % de identidad con SEQ ID NO: 1. Se describen variantes a
continuacion.

Como se analiza a continuacion, los nimeros de restos se estiman
tipicamente basados en la secuencia SEQ ID NO: 1. Sin embargo, la numeracién
de restos puede facilmente ser extrapolada por una persona versada en la
materia a una secuencia variante o derivada como se ha analizado con
anterioridad. Cuando se citan los nUmeros de restos, la invencién también abarca
estos restos en una secuencia derivada o variante.

Una secuencia de acido nucleico de GREM1 o Gremlin-1 puede
comprender o consistir en la secuencia de SEQ ID NO: 36 o SEQ ID NO: 37 o
una variante de la misma. Las variantes de secuencias de acido nucleico se
describen a continuacion. Una secuencia nucleica de GREM1 o Gremlin-1 puede
comprender o consistir en cualquier variante de transcripcion de GREML1. Los
ejemplos de variantes de transcripciones de GREM1 son Transcripcion 1 (NCBI:
NM_013372.6; ENSEMBL: ENSTO00000560677.5); Transcripcion 2: NCBI:
NM_001191323.1; ENSEMBL: ENST00000560830.1); Transcripcion 3: NCBI:
NM_001191322.1; ENSEMBL: ENST00000622074.1. Las secuencias
disponibles en los niumeros de acceso antes mencionados al 18 de junio de 2018
se incorporan a la presente por referencia.
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Sobreexpresion

La sobreexpresion de GREM1 en el estroma y/o epitelio puede
determinarse por cualquier medio. La sobreexpresion de GREML1 es tipicamente
determinada por comparacién con el nivel del marcador en las células normales
del mismo tipo de tejido, esto es nivel de expresion basal. La expresion es
tipicamente normalizada contra el nivel de expresion de otros genes,
preferiblemente que comprenden uno 0 mas genes constitutivos. GREM1 puede
también ser clasificado como ilustracion de una sobreexpresion o baja expresion
en un porcentaje limite de una poblacion de pacientes con cancer. La
sobreexpresion en cada paciente en la poblacion puede ser mas alta que 2 desde
la media geométrica. Al menos 10 %, més preferiblemente al menos 15 % o més
de los pacientes en la poblacién puede exhibir tal sobreexpresion.

La sobreexpresion estromal de GREM1 se refiere a niveles de GREM1
estromal que son més altos que el de un tejido normal emparejado. Por ejemplo,
los niveles de GREML1 estromal pueden ser al menos el doble que el de un tejido
normal emparejado.

Cuando GREM1 esthd sobreexpresada, su cantidad puede estar
incrementada por cualquier cantidad con relacion a basal. Por ejemplo, los tipos
de céancer iniciados por GREM1, tales como HMPS pueden comprender una
regulacion al alza de varias miles de veces de GREML1 epitelial, mientras que no
se observa expresibn de GREM1 en epitelio normal. Los tipos de cancer
esporadicos que comprenden sobreexpresion de GREM estromal pueden
comprender cualquier nivel de sobreexpresion estromal sobre el nivel de
expresion de GREM1 fisioldgico en el estroma normal del érgano. Una persona
versada en la materia es capaz de evaluar la existencia de una sobreexpresion
en estroma o epitelio en comparacién con el nivel de GREM1 en células
normales del mismo tipo.

La cantidad determinada puede ser la cantidad de ARNm. El cancer
puede entonces comprender una sobreexpresion de ARNm de GREML1. El
cancer puede comprender una cantidad incrementada de ARNm de GREM1 en
comparacion con las células normales del mismo tipo de tejido. El ARNm puede
ser incrementado por cualquier cantidad. La cantidad de ARNm puede medirse
usando una reaccion en cadena de polimerasa de transcripcion inversa
cuantitativa (qQRT-PCR), tal como qRT-PCR en tiempo real, ensayo Quantigene
(Affymetrix/Thermo Fisher), por la técnica de transferencia de Northern o
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utilizando micromatrices, secuenciacion de ARN. La expresion de ARNm es
preferiblemente determinada por comparacion de la expresién génica de una
muestra con la distribucion de niveles de expresion del gen especifico a través
de una muestra de referencia compuesta por tumores que son diploides para
dicho gen. Una puntuacién z puede obtenerse utilizando ARNseq por algoritmo
de maximizacion de expectativa (RSEM) (cBioportal for Cancer Genomics,
www.chioportal.org; Gao et al, 2013 y Serimi et al 2012). Una puntuacion z de 2
DT méas alta o mas baja que el promedio de la referencia establecida es
preferiblemente considerada como sobreexpresion o baja expresion,
respectivamente.

La cantidad determinada puede ser la cantidad de proteina. El cancer
puede comprender una sobreexpresion de proteina GREM1, tal como
comparada con las células normales del mismo tipo de tejido. La proteina puede
ser incrementada por cualquier cantidad. La cantidad de proteina puede ser
medida utilizando inmunohistoquimica, transferencia de  Western,
espectrometria de masas o clasificacion de células activadas por fluorescencia
(FACS), incluyendo por uso de un anticuerpo anti-GREML1 de la invencion. Los
umbrales para determinar la expresién pueden variar entre las técnicas usadas,
y pueden ser validadas contra resultados de inmunohistoquimica.

Los usos de los antagonistas de GREM1 para el tratamiento o prevencion
del cancer en un paciente como se describe en la presente puede entonces
comprender (a) medir la cantidad de GREML1 en el cancer y (b) si el cancer
comprende una sobreexpresion de GREM1, administrar al paciente el
antagonista de GREML1 y por consiguiente tratar o prevenir el cancer. La cantidad
de GREML1 puede ser la cantidad de ARNm o proteina, y la sobreexpresion
cualquier sobreexpresion analizada anteriormente.

Muestra

Las mediciones antes mencionadas pueden llevarse a cabo en cualquier
muestra apropiada del paciente. Las mediciones pueden llevarse a cabo en una
biopsia de cancer o tumor obtenido del paciente. El estroma y/o epitelio (células
estromales y/o epiteliales) puede aislarse de la biopsia. El tejido de biopsia puede
ser el tejido fresco o tejido fijado en formol y embebido en parafina (FFPE). El
tejido puede ser tejido pancreatico, tejido vesical, tejido pulmonar, tejido
endometrial, tejido mamario, tejido estomacal, tejido duodenal, tejido esofagico,
tejido de médula 0sea o colorrectal. Cualquiera de los métodos analizados con
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anterioridad puede llevarse a cabo en la biopsia del cancer. Dichos métodos
pueden también ser llevados a cabo en células cancerosas que circulan en la
sangre del paciente. Los métodos de ARN pueden ser llevados a cabo en
exosomas urinarios o de la sangre.

Antagonista

Un antagonista anti-GREML1 es cualquier molécula que reduzca la funcion
o actividad de GREML1. El antagonista anti-GREM1 puede reducir la funcion o
actividad de GREML1 por cualquier cantidad. El antagonista anti- GREM1 puede
reducir la funcion o actividad de GREM1 por al menos 10 %, al menos 20 %, al
menos 30 %, al menos 40 %, al menos 50 %, al menos 60 %, al menos 70 %, al
menos 80 %, al menos 90 % o al menos 95 %, o puede evitar cualquier funcion
o0 actividad de GREML1. La medida en que el antagonista anti-GREM1 reduce la
funcion o actividad de GREM1 puede determinarse midiendo la funcion o
actividad de GREML1 en células en presencia y ausencia del antagonista anti-
GREML1. Las células pueden ser células normales o células cancerosas. Las
células pueden ser células cancerosas como se describe con anterioridad.
Pueden ser células cancerosas colorrectales. Las células cancerosas
colorrectales pueden estar presentes en modelos de raton Vill-Greml y/o
APC(Min) como se describe en los Ejemplos. De este modo, puede realizarse un
ensayo in vivo para actividad de antagonista de GREM1 en cancer colorrectal en
un modelo de ratén de cancer iniciado por GREM1 o de un cancer esporadico
que resulta en sobreexpresion estromal de GREM1. De manera alternativa, las
células cancerosas pueden ser células cancerosas de mieloma mdltiple, tales
como células plasmaticas aisladas desde un mieloma presente en la médula
O0sea. De manera mas general, un antagonista de GREM1 que demuestra reducir
la funcién o actividad de GREML1 por cualquier medio puede ensayarse después
in vitro o in vivo para su capacidad para prevenir o reducir la proliferacién de
células cancerosas, tales como células de céancer colorrectal o células
cancerosas de mieloma multiple o células de cancer de mama, o para prevenir,
reducir o eliminar un cancer o tumor.

El antagonista puede disminuir la funcion GREML1 por cualquier medio.
Puede aumentar o disminuir la actividad o cantidad de cualquier molécula que
afecte a la funcion GREML1 directa o indirectamente. Puede disminuir la cantidad
de GREML1 en el nivel de proteina o0 ARNm. Puede aumentar el deterioro de
GREML1. Puede disminuir la funcion de GREM1 por modificacion inhibitoria.



10

15

20

25

30

35

26

Puede disminuir la transcripcion de una funcibn GREM1 de estimulacion de
molécula. Puede alterar ADN que codifica GREM1 o una molécula que estimule
la funcibn GREM1, usando un agente tal como una nucleasa con dedos de zinc.

El antagonista puede ser un agente que interactie con Gremlin-1. Un
agente que interactia con Gremlin-1 es tipicamente un agente que se une a
Gremlin-1. Los agentes que interactian con Gremlin-1 pueden modular Gremlin-
1. Un agente inhibidor de modulacion puede tener un efecto en cualquiera de las
funciones de Gremlin-1, pero tipicamente reduce la unién de Gremlin-1 a BMP
(BMP 2/4/7). El antagonista puede ser una molécula mimética de BMP-7.
Gremlin-1 es un regulador negativo de BMP, por lo que la unién reducida
incrementa la sefalizacion a través de BMP. Un agente de modulacion de
activacion puede incrementar la unién de Gremlin-1 a BMP.

La union y sefalizacion de BMP puede ser detectada por cualquier
método conocido en la técnica. Por ejemplo, los Ejemplos de la presente solicitud
describen un ensayo de fosforilacion de SMAD. SMAD1, 5 y 8 son fosforilados
tras la sefializacion de BMP. Un aumento en la fosforilaciéon de SMAD puede por
consiguiente ser usado para determinar una sefializacion de BMP aumentada, lo
que puede reflejar una reduccion en la unién a Gremlin-1. Los Ejemplos también
describen un ensayo de gen indicador Id1, en donde el gen Id1 es un gen diana
de sefializacion de BMP. Un incremento en la recuperacion de la sefial en este
ensayo puede por lo tanto ser usado para determinar si un agente inhibe la unién
de Gremlin-1 a BMP.

El antagonista puede actuar uniéndose al sitio activo de GREM1 o actuar
de manera alostérica uniéndose en un sitio diferente. El antagonista puede
actuar uniéndose a un regulador o ligando para GREM1, para de ese modo
reducir la activacion de GREM1. El antagonista puede ser reversible o
irreversible.

Un antagonista de GREML1 puede ser una pequefia molécula inhibidora,
un péptido, una proteina, un anticuerpo, un polinucleotido, un oligonucleétido, un
ARN antisentido, ARN interferente pequefio (ARNip) o ARN horquillado corto
(ARNhC).

Un antagonista de GREM1 puede ser un oligonucleotido que hibrida
especificamente a un ARNm que codifica GREM1 o un ARNm que codifica una
molécula que mejora la actividad GREM1. Un antagonista de GREM1 puede ser
un polinucleodtido que codifica cualquier molécula que disminuya la funcion
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GREML1. Por ejemplo, el antagonista de GREM1 puede ser un polinucle6tido que
codifica un anticuerpo anti-GREM1 que se describe en la presente.

Un antagonista de GREM1 puede ser un anticuerpo que se une
especificamente a cualquier molécula diana (tipicamente una proteina) para
disminuir la funcion GREM1 directa o indirectamente. El antagonista puede ser
un anticuerpo que se une especificamente a GREM1. En este sentido, el
anticuerpo puede disminuir la funcion GREM1 por inactivacion alostérica o
blogueando la interaccion entre su diana y un ligando requerido para la actividad.

La interaccion de un agente antagonista con restos de proteina puede ser
determinada por cualquier método apropiado conocido en la técnica, tal como
distancias entre el resto y el agente segun se determina por cristalografia de
rayos x (tipicamente menos de 6 A o menos de 4 A). Como se analiza en los
Ejemplos que siguen, la region de Gremlin-1 que puede ser atacada por un
producto terapéutico puede incluir aminoacidos Asp92-Leu99, Arg116-His130,
Ser137-Ser142, Cys176-Cys178. Estos se encuentran dentro de 6 A de aquellos
mutados en la superficie de Gremlin-1.

Antagonistas anticuerpos

El término "anticuerpo”, como se hace referencia en el presente
documento, incluye la totalidad de los anticuerpos y cualquier fragmento de unién
de antigenos (esto es, "porcién de union de antigeno") o cadenas simples de los
mismos. Un anticuerpo se refiere a una glucoproteina que comprende al menos
dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces
disulfuro, o una porcién de unién de antigeno de las mismas. Cada cadena
pesada esta formada por una region variable de cadena pesada (en la presente
abreviada como HCVR 0 VH) y una region constante de cadena pesada. Cada
cadena ligera esta formada por una region variable de cadena ligera (abreviada
en la presente como LCVR o0 VL) y una region constante de cadena ligera. Las
regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras contienen un dominio de
unidn que interactda con un antigeno. Las regiones Vu y VL pueden ademas ser
subdivididas en regiones de hipervariabilidad, llamadas regiones determinantes
de complementariedad (CDR), entremezcladas con regiones que estan mas
conservadas, llamadas regiones marco conservadas (FR).

Las regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar en la union de
la inmunoglobulina a tejidos hospedadores o factores, incluyendo varias células
del sistema inmune (por ejemplo, células efectoras) y el primer componente (CIq)
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del sistema de complemento clasico.

Un anticuerpo usado de conformidad con la invencion puede ser un
anticuerpo monoclonal o un anticuerpo policlonal, y serd tipicamente un
anticuerpo monoclonal. Un anticuerpo usado de conformidad con la invencion
puede ser un anticuerpo hibrido, un anticuerpo con injerto de CDR, un
nanocuerpo, un anticuerpo humano o humanizado o una porcion de union a
antigeno de cualquiera de los mismos. Para la produccion de ambos anticuerpos
monoclonales y policlonales, el animal experimental es tipicamente un mamifero
no humano tal como una cabra, un conejo, una rata o un ratdn pero el anticuerpo
puede también inducirse en otras especies.

Los anticuerpos policlonales pueden producirse por métodos de rutina
tales como inmunizacién de un animal apropiado, con el antigeno de interés.
Posteriormente puede extraerse sangre del animal y purificarse la fraccion de
19G.

Los anticuerpos contra Gremlin-1 pueden obtenerse, cuando la
inmunizacién de un animal es necesaria, administrando los polipéptidos a un
animal, por ejemplo, a un animal no humano, usando protocolos de rutina
conocidos, ver por ejemplo Handbook of Experimental Immunology, D. M. Weir
(ed), Vol. 4, Blasckwell Scientific Publishers, Oxford, Inglaterra 1986). Pueden
inmunizarse varios animales de sangre caliente, tales como conejos, ratones,
ratas, ovejas, vacas, camellos o cerdos. Sin embargo, los ratones, conejos,
cerdos y ratas son por lo general mas apropiados.

Los anticuerpos monoclonales pueden ser preparados por cualquier
método conocido en la técnica tal como la técnica del hibridoma (Kohler &
Milstein, 1975, Nature, 256:495-497), la técnica de trioma, la técnica de
hibridoma de célula B humana (Kozbor et al., 1983, Immunology Today, 4:72) y
la técnica de EBV-hibridoma (Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer
Therapy, pags. 77-96, Alan R Liss, Inc., 1985).

Los anticuerpos usados de conformidad con la presente invencion pueden
también ser generados usando los métodos de anticuerpos de linfocitos simples
clonando y expresando ADNc de region variable de inmunoglobulina generados
desde los linfocitos simples seleccionados de la produccion de anticuerpos
especificos por, por ejemplo, los métodos descritos por Babcook, J. et al., 1996,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93(15): 7843-7848l; documentos WQ092/02551;
W02004/051268 y WO2004/106377.
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Los anticuerpos también pueden generarse usando varios métodos de
expresion en fago conocidos en la técnica e incluyen aquellos divulgados por
Brinkman et al. (en J. Immunol. Methods, 1995, 182: 41-50), Ames et al. (J.
Immunol. Methods, 1995, 184:177-186), Kettleborough et al. (Eur. J. Immunol.
1994, 24:952-958), Persic et al. (Gene, 1997 187 9-18), Burton et al. (Advances
in Immunology, 1994, 57:191-280) y documentos WO 90/02809; WO 91/10737;
WO 92/01047; WO 92/18619; WO 93/11236; WO 95/15982; WO 95/20401; y US
5.698.426; 5.223.409; 5.403.484; 5.580.717; 5.427.908; 5.750.753; 5.821.047;
5.571.698; 5.427.908; 5.516.637; 5.780.225; 5.658.727; 5.733.743 y 5.969.108.

Los anticuerpos completamente humanos son aquellos anticuerpos en los
cuales las regiones variables y las regiones constantes (si las hubiere) de
cadenas tanto pesadas como ligeras son todas de origen humano, o
sustancialmente idénticas a secuencias de origen humano, pero no
necesariamente desde el mismo anticuerpo. Ejemplos de anticuerpos
completamente humanos pueden incluir anticuerpos producidos, por ejemplo,
por los métodos de expresion en fago descritos con anterioridad y anticuerpos
producidos por ratones en los que la variable de inmunoglobulina murina y
opcionalmente los genes de region constante han sido reemplazados por sus
homélogos humanos, por ejemplo, como se describe en términos generales en
los documentos EP 0546073, U5.545.806, US 5.569.825, US 5.625.126, US
5.633.425, US 5.661.016, US 5.770.429, EP 0438474 y EP 0463151.

De manera alternativa, un anticuerpo utilizado de conformidad con la
invencion puede producirse por un método que comprende la inmunizacion de
un mamifero no humano con un inmunégeno Gremlin-1; obteniendo una
preparacién de anticuerpo de dicho mamifero; derivando de ahi anticuerpos
monoclonales que reconocen Gremlin-1.

Las moléculas de anticuerpo utilizadas de conformidad con la presente
invencion pueden comprender una molécula de anticuerpo completa que tenga
cadenas pesadas y cadenas ligeras completas o un fragmento o porcion de unién
a antigeno de las mismas. El término "porcién de unidon a antigeno” de un
anticuerpo se refiere a uno o mas fragmentos de un anticuerpo que retiene la
capacidad de unirse selectivamente a un antigeno. Se ha demostrado que la
funcién de unién a antigeno de un anticuerpo puede llevarse a cabo a través de
fragmentos de un anticuerpo de extension completa. Los anticuerpos y
fragmentos y porciones de union a antigeno de los mismos pueden ser, pero no
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se limitan a Fab, Fab modificado, Fab’, Fab’ modificado, F(ab’)2, Fv, anticuerpos
de dominio anico (por ejemplo, VH o VL o VHH), scFv, anticuerpos bi, tri o tetra
valentes, Bis-scFv, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos y fragmentos de union
a epitopo de cualquiera de los anteriores (ver, por ejemplo, Holliger y Hudson,
2005, Nature Biotech. 23(9):1126-1136; Adair y Lawson, 2005, Drug Design
Reviews - Online 2(3), 209-217). Los métodos para crear y fabricar estos
fragmentos de anticuerpos son conocidos en la técnica (ver, por ejemplo, Verma
et al., 1998, Journal of Inmmunological Methods, 216, 165-181). Otros
fragmentos de anticuerpos para uso en la presente invencion incuyen los
fragmentos Fab y Fab’ descritos en las solicitudes de patente internacionales
WO 2005/003169, WO 2005/003170 y WO 2005/003171 y fragmentos Fab-dAb
descritos en la solicitud de patente internacional WO 2009/040562. Los
anticuerpos multi-valentes pueden comprender multiples especificidades o
pueden ser monoespecificos (ver, por ejemplo, documentos WO 92/22853 y WO
05/113605). Estos fragmentos de anticuerpos pueden ser obtenidos utilizando
técnicas convencionales conocidas por aquellos expertos en la técnica, y los
fragmentos pueden ser examinados para utilidad de la misma manera que los
anticuerpos intactos.

Los dominios de regiones constantes de la molécula de anticuerpo, si es
que hay, pueden ser seleccionados teniendo en cuenta la funcién propuesta de
la molécula de anticuerpo, y en particular las funciones efectoras que pudieran
ser necesarias. Por ejemplo, los dominios de la regién constante pueden ser
dominios humanos IgA, IgD, IgE, 1gG o IgM. En particular, los dominios de regiéon
constante humanos IgG pueden usarse, especialmente para los isotipos IgG1 e
IgG3 cuando la molécula de anticuerpo esta destinada a usos terapéuticos y se
requieren funciones efectoras de anticuerpo. De manera alternativa, los isotipos
IgG2 e IgG4 pueden usarse cuando la molécula de anticuerpo esta destinada a
fines terapéuticos y no se requieren funciones efectoras de anticuerpos.

Un anticuerpo utilizado de conformidad con la invencion puede ser
preparado, expresado, creado o aislado por medios recombinantes, tales como
(a) anticuerpos aislados de un animal (por ejemplo, un ratdn) que es transgénico
o transcromosOmico para los genes de inmunoglobulina de interés o un
hibridoma preparado del mismo, (b) anticuerpos aislados de una célula huésped
transformada para expresar el anticuerpo de interés, por ejemplo, de una
transfectoma, (c) anticuerpos aislados de una genoteca de anticuerpo
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combinatoria recombinante, y (d) anticuerpos preparados, expresados, creados
o aislados por cualquier otro medio que incluya el proceso de corte y empalme
de secuencias del gen de inmunoglobulina a otras secuencias de ADN.

El anticuerpo utilizado de conformidad con la invencion puede ser un
anticuerpo humano o un anticuerpo humanizado. El término "anticuerpo
humano”, como se usa en la presente, esta destinado a incluir anticuerpos que
tienen regiones variables en los que las regiones tanto de marco conservado
como CDR se obtienen de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal
humana. Asimismo, si el anticuerpo contiene una region constante, la region
constante también se obtiene de las secuencias de inmunoglobulina de linea
germinal humana. Los anticuerpos humanos descritos en la presente pueden
incluir restos de aminoacidos no codificados por las secuencias de
inmunoglobulina de linea germinal humana (por ejemplo, mutaciones
introducidas por mutagénesis aleatoria o especifica de sitio in vitro o por
mutacion somatica in vivo). Sin embargo, la expresion "anticuerpo humano",
como se usa en la presente, no esta destinado a incluir anticuerpos en los cuales
las secuencias de CDR derivadas de la linea germinal de otras especies
mamiferas, tales como un ratdén, han sido injertadas en secuencias de marco
conservado humanas.

Dicho anticuerpo humano puede ser un anticuerpo humano monoclonal.
Dicho anticuerpo humano monoclonal puede ser producido por un hibridoma que
incluye una célula B que se obtiene de un animal no humano transgénico, por
ejemplo, un raton transgénico, que tiene un genoma que comprende un transgén
de cadena pesada humana y un transgén de cadena ligera fusionado con una
célula inmortalizada.

Los anticuerpos humanos pueden prepararse por inmunizacion in vitro de
linfocitos humanos seguido por transformacion de los linfocitos con un virus
Epstein-Barr.

La expresion "derivados de anticuerpo humano” se refiere a cualquier
forma modificada de anticuerpo humano, por ejemplo, un conjugado del
anticuerpo y otro agente o anticuerpo.

La expresion "anticuerpo humanizado” esta destinada a referirse a
moléculas de anticuerpo injertadas con CDR en las que las secuencias de CDR
derivadas de la linea germinal de otras especies mamiferas, tales como un ratén,
han sido injertadas en secuencias de marco conservado humano. Se han
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realizado modificaciones de region de estructura adicionales dentro de las
secuencias de estructura humana.

Como se usa en la presente, la expresidon "molécula de anticuerpo
injertado con CDR" se refiere a una molécula de anticuerpo en donde la cadena
pesada y/o ligera contiene una o mas CDR (incluyendo, si se desea, una 0 mas
CDR modificadas) de un anticuerpo donante (por ejemplo, un anticuerpo
monoclonal murino o de rata) injertado en un marco conservado de region
variable de cadena pesada y/o ligera de un anticuerpo aceptor (por ejemplo, un
anticuerpo humano). Para consulta, ver Vaughan et al, Nature Biotechnology, 16,
535-539, 1998. En una forma de realizacion, en vez de que se transfiera la CDR
entera, solo uno o mas de los restos determinantes de especificidad de
cualquiera de las CDR descritas en la presente son transferidos al marco
conservado de anticuerpo humano (ver, por ejemplo, Kashmiri et al., 2005,
Methods, 36, 25-34). En una forma de realizacion solo los restos determinantes
de especificidad desde una o mas de las CDR descritas en la presente
anteriormente son transferidos al marco conservado de anticuerpo humano. En
otra forma de realizacion, solo los restos determinantes de especificidad desde
cada una de las CDR descritas en la presente son transferidos al marco
conservado de anticuerpo humano.

Cuando las CDR o restos determinantes de especificidad son injertados,
cualquier secuencia de marco conservado de region variable aceptora apropiada
puede usarse teniendo en cuenta la clase/tipo del anticuerpo donante del cual
derivan las CDR, incluyendo regiones de marco conservado de raton, primates
y seres humanos. Convenientemente, el anticuerpo injertado con CDR de
conformidad con la presente invencion tiene un dominio variable que comprende
regiones marco conservado de aceptor humano asi como una o mas de las CDR
o restos determinantes de especificidad descritos con anterioridad. Por
consiguiente, en una forma de realizacion se proporciona un anticuerpo injertado
con CDR neutralizante en donde el dominio variable comprende regiones de
marco conservado de aceptor humano y CDR de donantes no humanos.

Son ejemplos de marcos conservados humanos que puedan ser usados
en la presente invencion KOL, NEWM, REI, EU, TUR, TEI, LAY y POM (Kabat
et al., mencionado anteriormente). Por ejemplo, KOL y NEWM pueden usarse
para la cadena pesada, REI puede usarse para la cadena ligeray EU, LAY y
POM pueden usarse tanto para la cadena pesada como para la cadena ligera.
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De manera alternativa, pueden usare secuencias de linea germinal humanas;
estas se encuentran disponibles, por ejemplo, en: http://www.vbase2.org/ (ver
Retter et al, Nucl. Acids Res. (2005) 33 (suplemento 1), D671-D674).

En un anticuerpo injertado con CDR descrito en la presente, las cadenas
pesadas y ligeras de aceptores no necesitan forzosamente ser derivadas del
mismo anticuerpo y pueden, si se desea, comprender cadenas compuestas que
tengan regiones de marco conservado derivadas de diferentes cadenas.

Asimismo, en un anticuerpo injertado con CDR descrito en la presente, las
regiones de marco conservado no necesitan tener exactamente la misma
secuencia que aquellas del anticuerpo aceptor. Por ejemplo, los restos inusuales
pueden cambiarse a restos que ocurran con mayor frecuencia para dicha clase
o tipo de cadena aceptora. De manera alternativa, los restos seleccionados en
las regiones de marco conservado de aceptor pueden cambiarse de manera de
que correspondan al resto encontrado en la misma posicion en el anticuerpo
donante (ver Reichmann et al., 1998, Nature, 332, 323-324). Dichos cambios
deben mantenerse al minimo necesario para recuperar la afinidad del anticuerpo
donante. Un protocolo para seleccionar restos en las regiones de marco
conservado de aceptor que puede ser necesario cambiar se establece en el
documento WO 91/09967.

Un experto en la técnica también entendera que los anticuerpos pueden
sufrir una variedad de modificaciones postraduccionales. El tipo y alcance de
estas modificaciones suele depender de la linea de células huésped utilizadas
para expresar el anticuerpo asi como las condiciones de cultivo. Dichas
modificaciones pueden incluir variaciones en glucosilacion, oxidacion de
metionina, formacién de dicetopiperazina, isomerizacibn de aspartato y
desamidacion de asparagina. Una modificacion frecuente es la pérdida de un
resto basico carboxilo-terminal (tal como una lisina o arginina) debido a la accion
de carboxipeptidasas (tales como se describen en Harris, RJ. Journal of
Chromatography 705:129-134, 1995).

En una forma de realizacion, la cadena pesada de anticuerpos comprende
un dominio CH1 y la cadena ligera de anticuerpos comprende un dominio CL, ya
sea kappa o lambda.

Las moléculas biologicas, tal como anticuerpos o fragmentos, contienen
grupos funcionales basicos y/o acidos, dando a la molécula de este modo una
carga neta positiva 0 negativa. La cantidad de carga general "observada”
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dependera de la secuencia de aminoacidos absoluta de la entidad, el entorno
local de los grupos cargados en la estructura 3D y las condiciones ambientales
de la molécula. El punto isoeléctrico (pl) es el pH al cual una molécula particular
o superficie no lleva carga eléctrica neta. En una forma de realizacién, el
anticuerpo o fragmento de conformidad con la presente divulgacion tiene un
punto isoeléctrico (pl) de al menos 7. En una forma de realizacién el anticuerpo
o fragmento tiene un punto isoeléctrico de al menos 8, tal como 8,5, 8,6, 8,7, 8,8
0 9. En una forma de realizacién el pl del anticuerpo es 8. Pueden usarse
programas tales como *ExPASY http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html (ver
Walker, The Proteomics Protocols Handbook, Humana Press (2005), 571-607)
para predecir el punto isoeléctrico del anticuerpo o fragmento.

Con la finalidad de caracterizar epitopos Gremlin-1 preferidos, los
inventores tienen Gremlin-1 humano cristalizado solo, y en conjunto con un
anticuerpo llamado Ab 7326 (fragmentos Fab). La cristalizacion de Gremin-1 ha
permitido la determinacion de presuntos residuos en el sitio de union BMP.
Asimismo la cristalizacion con Ab 7326, que es un anticuerpo inhibidor alostérico,
ha permitido la determinacion de residuos en el epitopo de anticuerpo. Los
anticuerpos que unen este epitopo tienen un potencial particular como agentes
terapéuticos en el tratamiento de enfermedades asociadas con Gremlin-1.

El anticuerpo Ab 7326 preferido descrito en la presente ha sido
identificado para unir los siguientes restos de Gremlin-1: lle110 (131), Lys126
(147), Lys127 (148), Phe128 (149), Thr129 (150), Thr130 (151), Arg148 (169),
Lys153 (174) y GIn154 (175), en donde Lys126 (147), Lys127 (148), Phel28
(149), Thr129 (150), Thr130 (151), Arg148 (169), Lys153 (174) y GIn154 (175)
estan presentes en un monémero Gremlin-1 e 1le110 (131) esta presente en el
segundo mondmero Gremlin-1. La numeracién que no se encuentra entre
paréntesis se basa en el archivo estructural y (que coincide con la numeracién
de Gremlin-2 de raton basado en alineacion estructural). Los nimeros entre
paréntesis representan los restos basados en la entrada UniProt 060565 de SEQ
ID NO: 1. Como se analiza en la seccién Ejemplos, estos restos de epitopos
fueron identificados usando analisis NCOT a 4 A desde el complejo Gremlin-1Ab
7326 Fab.

Los anticuerpos descritos en la presente pueden entonces unirse a un
epitopo que comprende al menos un resto seleccionado de lle131, Lys147,
Lys148, Phel49, Thr150, Thrl51, Arg169, Lys174 y GIn175 (con numeracion de
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restos basada en SEQ ID NO: 1). Los anticuerpos descritos en la presente
pueden unirse a un epitopo que comprende 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 los 9 de estos
restos (preferiblemente al menos 5 restos).

Los anticuerpos descritos en la presente pueden también reconocer un
epitopo en donde llel31 se encuentra presente en un monémero Gremlin-1
diferente a los otros restos.

Aungue estos restos se proporcionan para una secuencia particular de
Gremlin-1 humano, la persona experta puede facilmente extrapolar las
posiciones de estos restos a otras secuencias Gremlin correspondientes (por
ejemplo, raton) utilizando técnicas de rutina. Los anticuerpos que se unen
epitopos que comprenden los restos correspondientes dentro de estas otras
secuencias Gremlin estan por lo tanto proporcionados por la invencion.

Para investigar para anticuerpos que se unan a un epitopo particular, pude
llevarse a cabo un ensayo de rutina de bloqueo cruzado tal como se describe en
Antibodies, Harlow y Lane (Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harb, NY).
Otros métodos incluyen mutantes de exploracion de alanina, transferencia de
péptidos (Reineke (2004) Methods Mol Biol 248: 443-63), o0 analisis de escision
de péptidos. Ademas pueden utilizarse métodos tales como extirpacion de
epitopos, extraccion de epitopos y modificacion quimica de antigenos (Tomer
(2000) Protein Science 9: 487-496). Dichos métodos son bien conocidos en la
técnica.

Los epitopos de anticuerpos pueden también estar determinados por
andlisis de cristalografia de rayos x. Los anticuerpos de la presente divulgacion
pueden entonces ser evaluados a través de andlisis de cristalografia de rayos x
del anticuerpo que se une al Gremlin-1. Los epitopos pueden, en particular, ser
identificados de esta forma determinando restos en Gremlin-1 a una distancia de
4 A de un resto paratopo de anticuerpo.

Un anticuerpo, como se describe en la presente, puede de este modo
unirse a un epitopo en Gremlin-1 que comprende al menos un resto seleccionado
de Trp93, Phell7, Tyrl19, Phel25, Tyrl26 y Phel38, en donde la humeracion
de restos es conforme a SEQ ID NO: 1. También se describe en la presente un
anticuerpo que se une a un epitopo que comprende todos los Trp93, Phell?,
Tyrl19, Phel25, Tyrl26 and Phel38. Adicionalmente, se describe un anticuerpo
gue se une a un epitopo que comprende los siguientes restos: lle131, Lys147,
Lys148, Phel49, Thr150, Thrl51, Argl69, Lys174 y GInl175. Preferiblemente,
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Lys147, Lys148, Phel49, Thrl50, Thrl51, Argl69, Lys174 y GIn175 se ubican
en un mondémero de Gremlin-1 e lle131 esta ubicado en el otro mondémero de
Gremlin-1 (los dimeros Gremlin-1 se unen a dimeros BMP).

Un anticuerpo puede unirse a un resto Gremlin-1 anterior si el paratopo
de anticuerpo se encuentra a una distancia de 4 A del resto Gremlin-1 como se
determina por cristalografia de rayos x.

Los anticuerpos que unen a un epitopo divulgado en la presente pueden
comprender al menos una, al menos dos o las tres secuencias CDR de cadena
pesadas de SEQ ID NO: 4 a 6 (HCDR1/HCDR2/HCDR3 respectivamente). Estas
son las secuencias HCDR1/HCDR2/HCDR3 del anticuerpo Ab 7236 de los
Ejemplos segln se determina usando metodologia Kabat.

Los métodos Kabat y Chothia para determinar las secuencias CDR son
bien conocidos en la técnica (asi como otras técnicas). Las secuencias CDR
pueden ser determinadas usando cualquier método apropiado y en la presente
invencion, mientras que tipicamente se utiliza Kabat, pueden también usarse
otras técnicas. En la presente instancia, SEQ ID NO: 3 presenta la secuencia Ab
7326 HCDR1 como se determina usando una definicion combinada Chothia y
Kabat.

Los anticuerpos usados de conformidad con la invencion pueden
comprender al menos una, al menos dos o las tres secuencias CDR de cadena
ligerade SEQ ID NO: 7 a9 (LCDR1/LCDR2/LCDR3 respectivamente). Estas son
las secuencias LCDR1/LCDR2/LCDR3 de Ab 7326 usando metodologia Kabat.

El anticuerpo preferiblemente comprende al menos una secuencia
HCDRS3 de SEQ ID NO: 6.

Tipicamente, el anticuerpo comprende al menos una secuencia CDR de
cadena pesada seleccionada de SEQ ID NO: 4 a 6 y al menos una secuencia
CDR de cadena ligera seleccionada de SEQ ID NO 7 a 9. El anticuerpo puede
comprender al menos dos secuencias CDR de cadena pesada seleccionada de
SEQ ID NO: 4 a 6 y al menos dos secuencias CDR de cadena ligera
seleccionadas de SEQ ID NO: 7 a 9. El anticuerpo tipicamente comprende las
tres secuencias CDR de cadena pesada de SEQ ID NO: 4 a 6
(HCDR1/HCDR2/HCDR3 respectivamente) y las tres secuencias CDR de
cadena ligera SEQ ID NO: 7 A 9 (LCDR1/LCDR2/LCDR3 respectivamente). Los
anticuerpos pueden ser anticuerpos hibridos, humanos o humanizados.

El anticuerpo puede comprender una secuencia de region variable de
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cadena pesada (HCVR) de SEQ ID NO: 10 0 12 (la HCVR de Ab 7326 variantes
1y 2). El anticuerpo puede comprender una secuencia de region variable de
cadena ligera (LCVR) de SEQ ID NO: 11 o0 13 (la LCVR de Ab 7326 variantes 1
y 2). El anticuerpo preferiblemente comprende la secuencia de region variable
de cadena pesada de SEQ ID NO: 10 0 12 y la secuencia de region variable de
cadena ligera de SEQ ID NO: 11 o 13 (especialmente pares HCVR/LVCR de
SEQ ID NO: 10/11 o0 12/13).

El anticuerpo puede comprender una secuencia de cadena pesada
(cadena-H) de:
SEQ ID NO: 14 cadena pesada IgG1 de extensién completa de raton variante 1,
0
SEQ ID NO: 28 cadena pesada IgG1 de extensién completa de raton variante 2,
0
SEQ ID NO: 30 cadena pesada IgG1 de extension completa humana variante 1,
0
SEQ ID NO: 16 cadena pesada IgG1 de extension completa humana variante 2,
0
SEQ ID NO: 22 cadena pesada IgG4P de extensién completa humana variante
1,0
SEQ ID NO: 34 cadena pesada IgG4P de extensién completa humana variante
2,0
SEQ ID NO: 18 cadena pesada Fab variante 1, o
SEQ ID NO: 32 cadena pesada Fab variante 2.

El anticuerpo puede comprender una secuencia de cadena ligera
(cadena-L) de
SEQ ID NO: 15 cadena ligera IgG1 de extension completa de raton variante 1, o
SEQ ID NO: 29 cadena ligera IgG1 de extension completa de raton variante 2, o
SEQ ID NO: 31 cadena ligera IgG1 de extension completa humana variante 1, o
SEQ ID NO: 17 cadena ligera IgG1 de extension completa humana variante 2, o
SEQ ID NO: 23 cadena ligera IgG4P de extension completa humana variante 1,
0
SEQ ID NO: 35 cadena ligera IgG4P de extension completa humana variante 2,
0
SEQ ID NO: 19 cadena ligera Fab variante 1, o
SEQ ID NO: 33 cadena ligera Fab variante 2.
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En un ejemplo, el anticuerpo comprende un par de secuencias de cadena
pesada / cadena ligera de
SEQ ID NO: 14/15 1gG1 de extension completa de raton variante 1, o
SEQ ID NO: 28/29 1gG1 de extension completa de raton variante 2, o
SEQ ID NO: 30/31 1gG1 de extension completa humana variante 1, o
SEQ ID NO: 16/17 1gG1 de extension completa humana variante 2, o
SEQ ID NO: 22/23 1gG4P de extensién completa humana variante 1, o
SEQ ID NO: 34/35 IgG4P de extensién completa humana variante 2, o
SEQ ID NO: 18/19 cadena ligera Fab variante 1, o
SEQ ID NO: 32/33 cadena ligera Fab variante 2.

Las formas variantes de las secuencias correspondientes pueden ser
intercambiadas. Por ejemplo, el anticuerpo puede comprender un par de
secuencias de cadena pesada / cadena ligera de
SEQ ID NO: 14/29 IgG1 de extension completa de ratén cadena pesada variante
1/cadena ligera variante 2, o
SEQ ID NO: 28/15 IgG1 de extension completa de ratén cadena pesada variante
2/cadena ligera variante 1, 0
SEQ ID NO: 30/17 IgG1 de extension completa humana cadena pesada variante
1/cadena ligera variante 2, o
SEQ ID NO: 16/31 IgG1 de extension completa humana cadena pesada variante
2/cadena ligera variante 1, 0
SEQ ID NO: 22/35 IgG4P de extension completa humana cadena pesada
variante 1/cadena ligera variante 2, o
SEQ ID NO: 34/23 1gG4P de extension completa humana cadena pesada
variante 2/cadena ligera variante 1, o
SEQ ID NO: 18/33 Fab cadena pesada variante 1/cadena ligera variante 2, o
SEQ ID NO: 32/19 Fab cadena pesada variante 2/cadena ligera variante 1.

Los anticuerpos pueden ser anticuerpos hibridos, humanos o
humanizados.

El anticuerpo puede alternativamente ser o comprender una variante de
una de las secuencias especificas mencionadas con anterioridad. La siguiente
descripcion de variantes de anticuerpos es también aplicable a la seleccion de
variantes de polipéptido GREM1 como se describio con anterioridad.

Por ejemplo, una variante puede ser una variante de sustitucion,
eliminacion o agregado de cualquiera de las secuencias de aminoacidos
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Una variante de anticuerpo puede comprender 1, 2, 3, 4, 5, hasta 10, hasta
20 0 més (tipicamente hasta un maximo de 50) sustituciones y/o eliminaciones
de aminoacidos de las secuencias especificas analizadas con anterioridad. Las
variantes de "eliminacion” pueden comprender la eliminacion de aminoacidos
individuales, eliminacion de pequefios grupos de aminoéacidos tales como 2, 3, 4
0 5 aminoécidos, o la eliminacion de regiones de aminoacidos mas grandes, tales
como la eliminacibn de dominios de aminoacidos especificos u otras
caracteristicas. Las variantes de "sustitucion" tipicamente incluyen el reemplazo
de uno o mas aminoé&cidos con la misma cantidad de aminoé&cidos y hacer
sustituciones de aminoacidos conservadoras. Por ejemplo, un aminoacido puede
ser sustituido con un aminoacido alternativo que tenga propiedades similares,
por ejemplo, otro aminoacido bésico, otro aminoacido &cido, otro aminoécido
neutro, otro aminoacido cargado, otro aminoacido hidréfilo, otro amino&cido
hidréfobo, otro aminoacido polar, otro aminoacido aromético u otro amino&cido
alifatico. Algunas propiedades de los 20 aminoacidos principales que pueden
usarse para seleccionar sustituyentes apropiados son los siguientes:

Ala alifatico, hidr6fobo, neutro  [Met hidr6fobo, neutro

Cys polar, hidréfobo, neutro Asn polar, hidréfilo, neutro

Asp polar, hidréfilo, cargado (-)  [Pro hidréfobo, neutro

Glu polar, hidrdfilo, cargado (-) |GIn polar, hidréfilo, neutro

Phe aromatico, hidréfobo, neutro |Arg polar, hidréfilo, cargado (+)

Gly alifatico, neutro Ser polar, hidréfilo, neutro

His aromatico, polar, hidrofilo,Thr polar, hidréfilo, neutro
cargado (+)

lle alifatico, hidr6fobo, neutro  |Val alifatico, hidréfobo, neutro

Lys polar, hidroéfilo, cargado(+) [Trp aromatico, hidroéfobo, neutro

Leu alifatico, hidréfobo, neutro  [Tyr aromatico, polar, hidréfobo

Los "derivados" o "variantes" generalmente incluyen aquellos en los que
en vez de los aminoacidos que ocurren de manera natural el aminoacido que
aparece en la secuencia es un analogo estructural del mismo. Los aminoacidos
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usados en las secuencias pueden también ser derivatizados o modificados, por
ejemplo, marcados, siempre que la funcion del anticuerpo no sea
significativamente afectada de manera adversa.

Los derivados y variantes como se describen con anterioridad pueden ser
preparados durante la sintesis del anticuerpo o por modificaciones posteriores a
la produccion, o cuando el anticuerpo se encuentra en forma recombinante
utilizando técnicas conocidas de mutagénesis dirigida, mutagénesis aleatoria, 0
escision enzimatica y/o ligacion de acidos nucleicos.

Las variantes de anticuerpos pueden tener una secuencia de aminoacidos
que tiene mas de aproximadamente 60 % o mas de aproximadamente 70 %, por
ejemplo, 75 u 80 %, tipicamente mas de aproximadamente 85 %, por ejemplo,
mas de aproximadamente 90 o 95 % de identidad de aminoacidos con las
secuencias de aminoacidos divulgadas en la presente (en particular las
secuencias HCVR/LCVR vy las secuencias de cadenas H y L). Asimismo, el
anticuerpo puede ser una variante que tiene mas de aproximadamente 60 % o
mas de aproximadamente 70 % u 80 %, tipicamente mas de aproximadamente
85 %, por ejemplo, mas de aproximadamente 90 o 95 % de identidad de
aminoécido con las secuencias HCVR/LCVR y las secuencias de cadenas Hy L
divulgadas en la presente, mientras que conservan las CDR exactas divulgadas
para estas secuencias. Las variantes pueden conservar al menos
aproximadamente 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o
99 % de identidad con las secuencias HCVR/LCVR y con las secuencias de
cadenas H y L divulgadas en la presente (en algunas circunstancias mientras
conservan las CDR exactas).

Las variantes tipicamente conservan aproximadamente 60 % -
aproximadamente 99% de identidad, aproximadamente 80% -
aproximadamente 99 % de identidad, aproximadamente 90% -
aproximadamente 99% de identidad o aproximadamente 95% -
aproximadamente 99 % de identidad. Este nivel de identidad de aminoéacido
puede verse a lo largo de la extension completa de la secuencia SED ID NO
pertinente o sobre parte de la secuencia, tal como alo largo de aproximadamente
20, 30, 50, 75, 100, 150, 200 o mas aminoacidos, dependiendo del tamafio del
polipéptido de extension completa.

En relacion con las secuencias de aminoacidos, la "identidad de
secuencia" se refiere a secuencias que tienen un valor nominal cuando es
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evaluado utilizando ClustalW (Thompson et al, 1994, mencionado
anteriormente) con los siguientes parametros:

Parametros de alineaciébn en pares — Método: exacto, Matriz: PAM,
Penalizacion de apertura de hueco: 10,00, Penalizacion de extension de hueco:
0,10;

Parametros de alineacion multiple — Matrizz PAM, Penalizacion de
apertura de hueco: 10,00, % de identidad por demora: 30, Penalizacién de
huecos terminales: activada, Distancia de separacion de hueco: 0, Matriz
negativa: no, Penalizacion de extension de hueco; 0,20, Penalizaciones de
huecos de restos especificos: activadas, Penalizaciones de hueco hidrofilo:
activadas, Restos hidréfilos: GPSNDQEKR. La identidad de secuencia en un
resto particular esté dirigida a incluir restos idénticos que han sido simplemente
derivatizados.

Los anticuerpos que tienen secuencias y variantes especificas que
mantienen la funciébn o actividad de estas cadenas estan por lo tanto
proporcionados.

Los anticuerpos pueden competir para unirse a Gremlin-1 con, o unirse al
mismo epitopo que, aquellos definidos con anterioridad en términos de cadena-
H/cadena-L, HCVR/LCVR o secuencias CDR. En particular, un anticuerpo puede
competir para unirse a Gremlin-1 con, o unirse al mismo epitopo que, un
anticuerpo que comprende una  combinacion de secuencia
HCDR1/HCDR2/HCDR3/LCDR1/LCDR2/LCDR3 de SEQ ID NO: 4/5/6/7/8/9. Un
anticuerpo puede competir para unirse a Gremlin-1 con, o unirse al mismo
epitopo que, un anticuerpo que comprende un par de secuencia HCVR y LCVR
de SEQ ID NO: 10/11 0 12/13 o cadenas de extension completa de SEQ ID NO:
14/15 o0 16/17.

El término "epitopo" es una region de un antigeno que esta unida por un
anticuerpo. Los epitopos pueden ser definidos como estructurales o funcionales.
Los epitopos funcionales son generalmente un subtipo de los epitopos
estructurales y tienen aquellos residuos que contribuyen de manera directa a la
afinidad de la interaccion. Los epitopos también pueden ser conformacionales,
esto es, compuestos de aminoacidos no lineales. En ciertas formas de
realizacion, los epitopos pueden incluir determinantes que son grupos
superficiales quimicamente activos de moléculas tales como aminoacidos,
cadenas laterales de azucar, grupos fosforilo o grupos sulfonilo, y, en ciertas
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formas de realizacion, pueden tener caracteristicas estructurales
tridimensionales especificas y/o caracteristicas de carga especificas.

Uno puede facilmente determinar si un anticuerpo se une al mismo
epitopo que, o compite para unirse con, un anticuerpo de referencia utilizando
métodos de rutina conocidos en la técnica. Por ejemplo, para determinar si un
anticuerpo de prueba se une al mismo epitopo que un anticuerpo de referencia
de la invencion, el anticuerpo de referencia tiene permitido unirse a una proteina
0 péptido bajo condiciones de saturaciéon. Luego, la capacidad de un anticuerpo
de prueba de unirse a la proteina o péptido es evaluada. Si el anticuerpo de
prueba es capaz de unirse a la proteina o péptido después de la unién por
saturacion con el anticuerpo de referencia, puede concluirse que el anticuerpo
de prueba se une a un epitopo diferente que el anticuerpo de referencia. Por otro
lado, si el anticuerpo de prueba no es capaz de unirse a la proteina o péptido
después de la unién por saturacion con el anticuerpo de referencia, entonces el
anticuerpo de prueba puede unirse al mismo epitopo que epitopo con el que se
une el anticuerpo de referencia de la invencion.

Para determinar si un anticuerpo compite para unién con un anticuerpo de
referencia, la metodologia de unién antes descrita se lleva a cabo en dos
orientaciones. En una primera orientacion, el anticuerpo de referencia tiene
permitido unirse a una proteina/péptido bajo condiciones de saturacién seguido
de evaluacion de la union del anticuerpo de prueba a la molécula de
proteina/péptido. En una segunda orientacion, el anticuerpo de prueba tiene
permitido unirse a la proteina/péptido bajo condiciones de saturacion seguido por
la evaluacion de la union del anticuerpo de referencia a la proteina/péptido. Si,
en ambas orientaciones, solo el primer anticuerpo (saturante) es capaz de unirse
a la proteina/péptido, entonces se concluye que el anticuerpo de prueba y el
anticuerpo de referencia compiten para unirse a la proteina/péptido. Como sera
apreciado por un experto en la materia, un anticuerpo que compite para uniéon
con un anticuerpo de referencia puede no necesariamente unirse al epitopo
idéntico como el anticuerpo de referencia, pero puede bloquear estéricamente la
union del anticuerpo de referencia uniéndose a un epitopo superpuesto o
adyacente.

Dos anticuerpos se unen al mismo epitopo 0 a uno superpuesto si cada
uno inhibe (bloquea) de manera competitiva la unién del otro al antigeno. Esto
es, un exceso de 1, 5, 10, 20 o 100 veces de un anticuerpo inhibe la union del
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otro por al menos 50 %, 75 %, 90 % o incluso 99 % tal como se midié en un
ensayo de unién competitiva (ver, por ejemplo, Junghans et al., Cancer Res,
1990:50:1495-1502). De manera alternativa, dos anticuerpos tienen el mismo
epitopo si esencialmente todas las mutaciones de aminoacidos en el antigeno
que reducen o eliminan la unién de un anticuerpo reducen o eliminan la union
del otro. Dos anticuerpos tienen epitopos superpuestos si algunas mutaciones
de aminoé&cidos que reducen o eliminan la unién de un anticuerpo reducen o
eliminan la unién del otro.

Puede llevarse a cabo entonces experimentacion de rutina adicional (por
ejemplo, mutacién de péptidos y analisis de unién) para confirmar si la falta de
union del anticuerpo de prueba observada es de hecho debida a la unién al
mismo epitopo que el anticuerpo de referencia o si el bloqueo estérico (u otro
fendmeno) es responsable de la falta de unién observada. Los experimentos de
este tipo pueden llevarse a cabo utilizando ELISA, RIA, resonancia plasmonica
de superficie, citometria de flujo o cualquier otro ensayo de unién de anticuerpo
cuantitativa o cualitativa disponible en la técnica.

Los anticuerpos pueden ser evaluados para unién a Gremlin-1 por, por
ejemplo, ELISA o transferencia de Western convencional. Un ensayo ELISA
también puede utilizarse para buscar hibridomas que muestren reactividad
positiva con la proteina diana. La selectividad de unién de un anticuerpo puede
también estar determinada por la supervisiéon de la unién del anticuerpo a células
que expresen la proteina diana, por ejemplo, por citometria de flujo. De este
modo, un método de cribado puede comprender el paso de identificar un
anticuerpo que sea capaz de unirse a Gremlin-1 llevando a cabo un ELISA o
transferencia de Western o por citometria de flujo.

Los anticuerpos pueden reconocer de manera selectiva (o especifica)
Gremlin-1. Un anticuerpo, u otro compuesto, "se une de manera selectiva" o
“reconoce de manera selectiva” una proteina cuando se une con afinidad
preferente o alta a la proteina para la cual es selectiva pero no se une de manera
sustancial, o se une con baja afinidad, a otras proteinas. La selectividad de un
anticuerpo puede ademas ser estudiada determinando si el anticuerpo se une o
no a otras proteinas relacionadas segun se analizO con anterioridad o Ssi
discrimina entre ellas. Los anticuerpos utilizados de conformidad con la invencion
tipicamente reconocen el Gremlin-1 humano.

Los anticuerpos también pueden tener reactividad cruzada para proteinas



10

15

20

25

30

35

44

relacionadas, o para Gremlin-1 humano y Gremlin-1 de otras especies.

Por especifico (o selectivo), se entendera que el anticuerpo se une a la
proteina de interés sin reactividad cruzada significativa a cualquier otra molécula.
La reactividad cruzada puede ser evaluada por cualquier método apropiado
descrito en la presente. La reactividad cruzada de un anticuerpo puede ser
considerada significativa si el anticuerpo se une a la otra molécula al menos
aproximadamente 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %,
55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % o 100 % tan fuerte como se
une a la proteina de interés. Un anticuerpo que es especifico (o selectivo) puede
unirse a otra molécula a menos de aproximadamente 90 %, 85 %, 80 %, 75 %,
70 %, 65 %, 60 %, 55 %, 50 %, 45 %, 40 %, 35 %, 30 %, 25 % o0 20 % de la
fuerza con que se une a la proteina de interés. El anticuerpo puede unirse a la
otra molécula a menos de aproximadamente 20 %, menos de aproximadamente
15 %, menos de aproximadamente 10 % o menos de aproximadamente 5 %,
menos de aproximadamente 2 % o menos de aproximadamente 1 % de la fuerza
con que se une a la proteina de interés.

Los anticuerpos anti-gremlin han sido previamente descritos, por ejemplo,
el documento WO2014/159010A1 (Regeneron) describe anticuerpos anti-
gremlin que inhiben la actividad Gremlin-1, con valores de Kp de afinidad de
union que oscilan desde 625 pM a 270 nM a 25 °C. Ciuclan et al (2013) describen
un anticuerpo monoclonal anti-Gremlin-1 con una Kp de afinidad de unién 5,6 x
1010 M.

Los anticuerpos anti-Gremlin-1 descritos recientemente en la presente (y
también en el documento PCT/BG2017/083650 presentada el 19 de diciembre
de 2017, incorporada a la presente por referencia en su totalidad) son inhibidores
alostéricos de la actividad Gremlin-1, y se unen a un epitopo nuevo como se
describioé con anterioridad, distal del sitio de unién de BMP. Los anticuerpos se
unen a Gremlin-1 con afinidad excepcionalmente alta con valores Kd <100 pM.
Los anticuerpos por lo tanto representan una mejora significativa sobre los
anticuerpos disponibles en la actualidad y se espera que sean particularmente
utiles para el tratamiento de enfermedades mediadas por Gremlin-1.

De este modo, los anticuerpos apropiados para uso con la presente
invencion pueden tener gran afinidad de union por Gremlin-1 (humano). El
anticuerpo puede tener una constante de disociacion (Kp) de menos de <1 nM,
y preferiblemente <500 pM. En un ejemplo, el anticuerpo tiene una constante de
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disociacion (Kp) de menos de 200 pM. En un ejemplo, el anticuerpo tiene una
constante de disociacion (Kp) de menos de 100 pM. Pueden usarse una variedad
de métodos para determinar la afinidad de union de un anticuerpo por su
antigeno diana tales como ensayos de resonancia plasménica de superficie,
ensayos de saturacién o inmunoensayos, tales como ELISA o RIA, como son
bien conocidos por expertos en la técnica. Un método de ejemplo para
determinar la afinidad de union es por andlisis de resonancia plasmonica de
superficie en un instrumento BIAcore™ 2000 (Biacore AB, Friburgo, Alemania)
usando chips sensores CM5, como se describe por Krinner et al., (2007) Mol,
Immunol. Febrero; 44 (5): 916-25. (Epub 11 de mayo de 2006).

Los anticuerpos utilizados de conformidad con la invenciébn son
tipicamente anticuerpos inhibidores. Gremlin-1 regula de manera negativa BMP-
2, 4y 7, de manera que la inhibicibn de Gremlin-1 tiene como resultado la
sefializacion aumentada a través de BMP.

Como se menciond con anterioridad, los Ejemplos de la presente solicitud
describen dos ensayos funcionales para examinar si un anticuerpo es capaz de
inhibir Gremlin 1, a saber, ensayo de fosforilacion de SMAD y ensayo de gen
indicador Hek Id1. Tipicamente, un anticuerpo inhibidor restaura la fosforilacion
de SMAD y/o restaura la sefializacion de BMP en el ensayo de gen indicador
Hek Id1. La fosforilacion de SMAD puede ser restaurada a al menos 80 %, 90 %
0 100 % cuando se la compara con un control de BMP. En el ensayo de gen
indicador Hek Id1, un anticuerpo inhibidor puede tener una Clso de menos de 10
nM, preferiblemente menos de 5 nM.

Una vez que un anticuerpo apropiado ha sido identificado y seleccionado,
la secuencia de aminoacido del anticuerpo puede ser identificada por métodos
conocidos en la técnica. Los genes que codifican el anticuerpo pueden ser
clonados utilizando cebadores redundantes. El anticuerpo puede ser producido
de manera recombinante por métodos de rutina.

La presente divulgacion también proporciona una secuencia de ADN
aislada que codifica las regiones variables de cadena pesada y/o ligera (o las
cadenas H y L de extensibn completa) de una molécula de anticuerpo
recientemente descrita en la presente.

Una variante de polinucleotido puede comprender 1, 2, 3, 4, 5, hasta 10,
hasta 20, hasta 30, hasta 40, hasta 50, hasta 75 o mas sustituciones y/o
eliminaciones de acido nucleico de cualquiera de las secuencias de acido
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nucleico (incluyendo secuencias de &cido nucleico de anticuerpo GREML1 o anti-
GREML1) dadas en el listado de secuencias. Por lo general, una variante tiene 1-
20, 1-50, 1-75 o 1-100 sustituciones y/o eliminaciones.

Las variantes apropiadas pueden ser al menos aproximadamente 70 %
homologas de un polinucleétido de una cualquiera de las secuencias de &cido
nucleico divulgadas en la presente, tipicamente al menos aproximadamente 80
0 90 % y mas apropiadamente al menos aproximadamente 95 %, 97 % o0 99 %
homélogas del mismo. Las variantes pueden retener al menos aproximadamente
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad.
Las variantes tipicamente retienen aproximadamente 60 % - aproximadamente
99 % de identidad, aproximadamente 80 % - aproximadamente 99 % de
identidad, aproximadamente 90 % - aproximadamente 99 % de identidad o
aproximadamente 95 % - aproximadamente 99 % de identidad. La homologia y
la identidad a estos niveles estan generalmente presentes al menos con respecto
a las regiones de codificacién de los polinucle6tidos. Los métodos de medicidon
de homologia son bien conocidos en la técnica y los expertos en la técnica
entenderan que en el presente contexto, la homologia se calcula sobre la base
de la identidad de acido nucleico. Dicha homologia puede existir sobre una
region de al menos aproximadamente 15, al menos aproximadamente 30, por
ejemplo, al menos aproximadamente 40, 60, 100, 200 o mas nucledtidos
contiguos (dependiendo de la longitud). Dicha homologia puede existir sobre la
totalidad de la longitud de una secuencia de polinucle6tidos no modificada.

Los métodos para medir la homologia o identidad de polinucleétidos son
conocidos en la técnica. Por ejemplo, el Pagquete UWGCG proporciona el
programa BESTFIT que puede usarse para calcular homologia (por ejemplo,
usado en su configuracién predeterminada) (Devereux et al (1984) Nucleic Acids
Research 12, pags. 387-395).

Los algoritmos PILEUP y BLAST también pueden usarse para calcular
homologia o0 secuencias alineadas (tipicamente en sus configuraciones
predeterminadas), por ejemplo, como se describe en Altschul S.F. (1993) J Mol
Evol 36:290-300; Altschul, S, F et al (1990) J Mol Biol 215:403-10.

El software para llevar a cabo el analisis BLAST se encuentra disponible
al publico a través del Centro Nacional para Informacion de Biotecnologia
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Este algoritmo incluye en primer lugar identificar
pares de secuencias de alta puntuacion (HSP) identificando palabras cortas de
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longitud W en la secuencia problema que se empareje o satisfaga alguna
puntuacion T de umbral de valor positivo cuando se alinea con una palabra de la
misma longitud en una secuencia de base de datos. T se refiere al umbral de
puntuacion de vecindad de palabras (Altschul et al, mencionado anteriormente).
Estos resultados de la vecindad de palabras inicial actian como semillas para
iniciar basquedas para encontrar HSP que las contengan. Los resultados de
palabras se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia tanto
como pueda aumentarse la puntuacion de alineacibn acumulada. Las
extensiones para los resultados de palabras en cada direccién se detienen
cuando: la puntuacion de alineacion acumulada llega a cero o por debajo, debido
a la acumulacién de una o mas alineaciones de restos de puntuacion negativa;
0 se alcanza el final de una de las secuencias. Los parametros del algoritmo
BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y velocidad de la alineacién. El
programa BLAST usa como predefinida una longitud de palabra (W) de 11, las
alineaciones (B) de la matriz de puntuacion BLOSUMG62 (ver Henikoff y Henikoff
(1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915-10919) de 50, expectativa (E) de 10,
M=5, N=4, y una comparacion de ambas hebras.

El algoritmo BLAST realiza un analisis estadistico de la similitud entre dos
secuencias, ver, por ejemplo, Karlin y Altschul (1993) Proc. Natl, Acad. Sci. USA
90:5873-5787. Una medida de similitud proporcionada por el algoritmo BLAST
es la probabilidad de suma menor (P(N)), que proporciona una indicacién de la
probabilidad por la que un emparejamiento entre dos secuencias de aminoacidos
0 nucledtidos pueda ocurrir por casualidad. Por ejemplo, una secuencia es
considerada similar a otra secuencia si la probabilidad de suma menor
comparando la primera secuencia con la segunda secuencia es menor de
aproximadamente 1, tipicamente menor de aproximadamente 0,1,
convenientemente menor de aproximadamente 0,01 y mas convenientemente
menor de aproximadamente 0,001. Por ejemplo, la probabilidad de suma menor
puede estar en el intervalo de aproximadamente 1 — aproximadamente 0,001,
con frecuencia aproximadamente 0,01 — aproximadamente 0,001.

El homodlogo puede diferir de una secuencia en el polinucleétido relevante
por menos de 3, 5, 10, 15, 20 o mas mutaciones (cada una puede ser una
sustitucion, eliminacion o insercion). Por ejemplo, el homologo puede diferir por
3-50 mutaciones, con frecuencia 3-20 mutaciones. Estas mutaciones pueden ser
medidas sobre una region de al menos 30, por ejemplo, al menos
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aproximadamente 40, 60 o0 100 o mas nucledtidos contiguos del homdlogo.

En una forma de realizacidén, una variante de secuencia puede variar
desde las secuencias especificas dadas en el listado de secuencias como
consecuencia de la redundancia en el cédigo genético. El cdédigo de ADN tiene
4 restos de acido nucleico principales (A, T, Cy G) y usa estos para "deletrear"
codones de tres letras que representan los aminoacidos de las proteinas
codificadas en los genes de un organismo. La secuencia lineal de los codones a
lo largo de la molécula de ADN se traduce a la secuencia lineal de los
aminoacidos en las proteinas codificadas por dichos genes. El cédigo es
altamente degenerado, codificando 61 codones los 20 aminoacidos naturales y
representando 3 codones sefiales de "detencion”. De este modo, la mayoria de
los aminoacidos son codificados por mas de un coddn, de hecho varios son
codificados por cuatro o0 mas codones diferentes. Una variante de polinucleotido
de lainvencién puede entonces codificar la misma secuencia de polipéptidos que
otro polinucleétido de la invencion, pero puede tener una secuencia de acido
nucleico diferente debido al uso de los diferentes codones para codificar los
mismos aminoé&cidos.

La secuencia de ADN puede comprender ADN sintético, por ejemplo,
producido por procesamiento quimico, ADNc, ADN gendmico o cualquier
combinacién de los mismos.

Las secuencias de ADN que codifican una molécula de anticuerpo
descrita en la presente pueden ser obtenidas por métodos conocidos por los
expertos en la técnica. Por ejemplo, las secuencias de ADN que codifican parte
o la totalidad de las cadenas ligeras o pesadas del anticuerpo pueden ser
sintetizadas segun se desee desde las secuencias de ADN determinadas o sobre
la base de las secuencias de aminoéacidos correspondientes.

Los métodos generales por los cuales pueden construirse los vectores,
meétodos de transfeccion y meétodos de cultivos son bien conocidos por los
expertos en la técnica. En este sentido, se hace referencia a “Current Protocols
in Molecular Biology”, 1999, F. M. Ausubel (ed), Wiley Interscience, Nueva York
y el Maniatis Manual producidos por Cold Spring Harbor Publishing.
Antagonistas de acido nucleico

Un polinucledtido, tal como un acido nucleico, es un polimero que
comprende dos 0 mas nucledtidos. Los nucleotidos pueden ocurrir de manera
natural o artificial. Un nucleétido tipicamente comprende una nucleobase, un
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azucar y al menos un grupo de union, tal como un grupo fosfato, 2’O-metilo,
2'metoxi-etilo, fosforamidatos, metilfosfonato o fosforotioato. La nucleobase es
tipicamente heterociclica. Las nucleobases incluyen, pero no se limitan a,
purinas y pirimidinas y mas especificamente adenina (A), guanina (G), timina (T),
uracilo (U) y citosina (C). El azucar es tipicamente azUcar pentosa. Los azlicares
de los nucledtidos incluyen, pero no se limitan a, ribosa y desoxirribosa. El
nucleétido es tipicamente un ribonucleétido o desoxirribonucledtido. El
nucleétido tipicamente contiene un monofosfato, difosfato o trifosfato. Los
fosfatos pueden estar adjuntos en el lateral 5’ 0 3’ de un nucleétido.

Los nucledtidos incluyen, pero no se limitan a, adenosina monofosfato
(AMP), adenosina difosfato (ADP), adenosina trifosfato (ATP), guanosina
monofosfato (GMP), guanosina difosfato (GDP), guanosina trifosfato (GTP),
timidina monofosfato (TMP), timidina difosfato (TDP), timidina trifosfato (TTP),
uridina monofosfato (UMP), uridina difosfato (UDP), uridina trifosfato (UTP),
citidina monofosfato (CMP), citidina difosfato (CDP), citidina trifosfato (CTP),
monofosfato de 5-metilcitidina, difosfato de 5-metilcitidina, trifosfato de 5-
metilcitidina, monofosfato de 5-hidroximetilcitidina, difosfato de 5-
hidroximetilcitidina, trifosfato de 5-hidroximetilcitidina, monofosfato ciclico de
adenosina (AMPc), monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), monofosfato de
desoxiadenosina (dAMP), difosfato de desoxiadenosina (dADP), trifosfato de
desoxiadenosina (dATP), monofosfato de desoxiguanosina (dGMP), difosfato de
desoxiguanosina (dGDP), trifosfato de desoxiguanosina (dGTP), monofosfato de
desoxitimidina (dTMP), difosfato de desoxitimidina (dTDP), trifosfato de
desoxitimidina (dTTP), monofosfato de desoxiuridina (dUMP), difosfato de
desoxiuridina (dUDP), trifosfato de desoxiuridina (dUTP), monofosfato de
desoxicitidina (dCMP), difosfato de desoxicitidina (dCDP) y trifosfato de
desoxicitidina (dCTP), monofosfato de 5-metil-2’-desoxicitidina, difosfato de 5-
metil-2’-desoxicitidina, trifosfato de 5-metil-2’-desoxicitidina, monofosfato de 5-
hidroximetil-2’-desoxicitidina, difosfato de 5-hidroximetil-2’-desoxicitidina vy
trifosfato de 5-hidroximetil-2’-desoxicitidina. Los nucleotidos son preferiblemente
seleccionados de AMP, TMP, GMP, UMP, dAMP, dTMP, dGMP o dCMP.

Los nucledtidos pueden contener modificaciones adicionales. En
particular, los nucleétidos modificados apropiados incluyen, pero no se limitan a,
2’amino pirimidinas (tales como 2’-amino citidina y 2’-amino uridina), 2’-hidroxilo
purinas (tales como, 2’-fluoro pirimidinas (tales como 2’-fluorocitidina y 2’fluoro
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uridina), hidroxilo pirimidinas (tales como 5’-a-P-borano uridina), 2’-O-metil
nucleodtidos (tales como 2’-O-metil adenosina, 2’-O-metil guanosina, 2’-O-metil
citidina y 2’-O-metil uridina), 4’-tio pirimidinas (tales como 4’-tio uridina y 4’-tio
citidina) y nucleétidos que tienen modificaciones de la nucleobase (tales como
5-pentinil-2’-desoxi uridina, 5-(3-aminopropilo)-uridina y 1,6-diaminohexilo-N-5-
carbamoilmetil uridina).

Los nucleotidos en el polinucleétido pueden estar unidos entre si de
cualquier manera. Los nucled6tidos pueden estar unidos por vinculos fosfato, 2'O-
metilo, 2’'metoxi-etilo, fosforoamidato, metilfosfonato o fosforotioatos. Los
nucledtidos estan tipicamente adjuntos por su azlcar y grupos fosfato como en
los &cidos nucleicos. Los nucleétidos pueden estar conectados a través de sus
nucleobases como en dimeros de pirimidina.

El antagonista de GREM1 puede ser un polinucleétido que codifica un
anticuerpo anti-GREML1 descrito en la presente.

El polinucledtido puede ser un &cido nucleico, tal como acido
desoxirribonucleico (ADN) o un acido ribonucleico (ARN). El polinucleétido
puede ser cualquier acido nucleico sintético conocido en la técnica, tal como un
acido nucleico peptidico (PNA), acido nucleico glicolico (GNA), &cido nucleico de
treosa (TNA), acido nucleico bloqueado (LNA), acido nucleico morfolino u otros
polimeros sintéticos con cadenas laterales de nucleétidos. El polinucleétido
puede ser de hebra simple o de hebra doble.

La secuencia de polinucleétido puede ser clonada en cualquier vector de
expresion apropiado. En un vector de expresion, la secuencia de polinucledtido
que codifica una construccion esta tipicamente operativamente vinculada a una
secuencia de control que es capaz de proporcionar la expresion de la secuencia
codificadora por la célula huésped. Dichos vectores de expresion pueden ser
usados para expresar una construccion.

En una forma de realizacion, el antagonista anti-GREM1 es un
polinucledtido que codifica un anticuerpo anti-GREM1 descrito en la presente. El
polinucledtido puede ser provisto para uso en la terapia de genes. El
polinucledtido puede ser provisto en cualquier vector apropiado apto para
proporcionar la expresion del anticuerpo anti-GREML1 in vivo.

El polinucledtido que codifica el anticuerpo anti-GREM1 puede ser una
secuencia de ADN. La secuencia de ADN puede ser provista en cualquier vector
apropiado, por ejemplo, un vector de expresion, para administracion a un sujeto
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que lo necesite. Por ejemplo, la secuencia de ADN puede ser administrada al
sujeto en un vector de expresion capaz de proporcionar una expresion del
anticuerpo anti-GREML in vivo. El vector de expresion puede ser un vector de
expresion viral, tal como un vector de virus adeno-asociado (AAV). En una forma
de realizacion, el antagonista anti-GREM1 es una secuencia de ADN que codifica
un anticuerpo anti-GREM1 descrito en la presente. En una forma de realizacion,
el antagonista anti-GREM1 es una secuencia de ADN para uso en una terapia
de genes, en donde la secuencia de ADN codifica un anticuerpo anti-GREM1
descrito en la presente. En una forma de realizacion, el antagonista anti-GREM1
es un AAV que comprende una secuencia de ADN que codifica un anticuerpo
anti-GREM1 descrito en la presente. En una forma de realizacion, el antagonista
anti-GREM1 es un AAV para uso en terapia de genes, en donde el AAV
comprende una secuencia de ADN que codifica un anticuerpo anti-GREM1
descrito en la presente.

El polinucledtido que codifica el anticuerpo anti-GREM1 puede ser una
secuencia de ARN. La secuencia de ARN puede ser administrada a un sujeto
gue lo necesite en cualquier vector apropiado. La secuencia de ARN puede ser
una secuencia de ARN mensajero (ARNm). La secuencia de ARNm puede ser
administrada a un sujeto que lo necesite en una forma estabilizada. Por ejemplo,
la secuencia de ARNmM puede ser proporcionada en una composicion de
nanoparticula lipidica (LNP). La composicion LNP puede comprender cualquier
LNP apropiada capaz de encapsular la secuencia de ARNm para proporcionar
una estabilidad incrementada de dicha secuencia de ARNm. De este modo, en
una forma de realizacion, el antagonista anti-GREM1 es una secuencia de ARNm
estabilizada que codifica un anticuerpo anti-GREM1 descrito en la presente. En
una forma de realizacién, el antagonista anti-ARNm es una secuencia de ARNm
estabilizada para uso en una terapia de genes, en donde la secuencia de ARNm
codifica un anticuerpo anti-GREML1 descrito en la presente. En una forma de
realizacion, el antagonista anti-GREM1 es una composicion LNP que comprende
un ARNm que codifica un anticuerpo anti-GREM1 descrito en la presente. En
una forma de realizacion, el antagonista anti-GREM1 es una composicion LNP
para uso en una terapia de genes, en donde la composicion LNP comprende un
ARNmM que codifica un anticuerpo anti-GREML1 descrito en la presente.

La expresion "operativamente vinculado" se refiere a una yuxtaposicion
en donde los componentes descritos se encuentran en una relacion que les
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permite funcionar de la manera pretendida. Una secuencia de control
"operativamente vinculada" a una secuencia de codificacion esta ligada de forma
tal que la expresion de la secuencia de codificacion se alcanza bajo condiciones
compatibles con las secuencias de control. Pueden introducirse multiples copias
del mismo o diferente polinucleétido en el vector.

El vector de expresion pueden estar entonces introducido en una célula
huésped apropiada. De este modo, una construccién puede ser producida
insertando una secuencia de polinucleétido que codifica una construccién en un
vector de expresion, introduciendo el vector en una célula huésped bacteriana
compatible, y haciendo crecer la célula huésped bajo condiciones que provocan
la expresion de la secuencia de polinucledtido.

Un antagonista de GREM1 que est4 basado en un acido nucleico puede
reducir la expresion de GREML1. Las tecnologias de antisentido e interferencia
de ARN (ARN:I) para atenuar la expresion de proteina son conocidas en la técnica
y pueden emplearse métodos convencionales para atenuar la expresion de una
molécula de interés. Ambas tecnologias antisentido y ARNip interfieren con el
ARNmM. Los oligonucleotidos antisentido interfieren con el ARNm uniéndose a
(hibridacién con) una seccién del ARNm. El oligonucleétido antisentido esta
entonces disefiado para ser complementario al ARNm (a pesar de que el
oligonucleétido no tiene que ser 100 % complementario como se analiza a
continuacion). En otras palabras, el oligonucleétido antisentido puede ser una
secciéon del ADNc. Nuevamente, la secuencia de oligonucle6tidos puede no ser
100 % idéntica a la secuencia de ADNc. Esto también se analiza a continuacion.
ARNi incluye el uso de ARN de doble cadena, tal como ARN interferente
pequefio (ARNip) o ARN horquillado corto (ARNhc), que puede unirse al ARNm
e inhibir la expresion de proteina.

De conformidad, el antagonista puede ser un oligonucleétido que
especificamente hibrida con un ARNm que codifica GREM1, tal como la
secuencia codificadora de SEQ ID NO: 36 o SEQ ID NO: 37 o una variante de
las mismas. Un oligonucleotido "especificamente hibrida" con una secuencia
diana cuando hibrida con afinidad preferente o alta con la secuencia diana pero
no hibrida sustancialmente, no hibrida o hibrida con solo baja afinidad con otras
secuencias. Mas preferiblemente, el oligonucleotido hibrida con la secuencia
diana con una Tm que es al menos 5 °C, al menos 10 °C, al menos 20 °C, al
menos 30 °C o al menos 40 °C, mayor que su Tm para otros acidos nucleicos.
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Las condiciones que permiten la hibridacion son conocidas en la técnica (por
ejemplo, Sambrook et al.,, 2001, Molecular Cloning: a laboratory manual, 32
edicion, Cold Spring Harbour Laboratory Press; y Current Protocols in Molecular
Biology, capitulo 2, Ausubel et al., Eds., Greene Publishing y Wiley-Interscience,
Nueva York (1995)). Las condiciones de hibridacion pueden ser condiciones
estrictas como se describe en la técnica.

Los oligonucledtidos son polimeros de nucleétidos cortos que tipicamente
tienen 50 o menos nucledtidos, tales como 40 o menos, 30 0 menos, 22 0 Menos,
21 0 menos, 20 o menos, 10 o menos o0 5 o menos nucledtidos. El oligonucleétido
utilizado puede tener 20 a 25 nucleétidos de extension, mas preferiblemente 21
0 22 nucledtidos de extension. Los nucle6tidos pueden ocurrir de manera natural
o artificial. Los nucle6tidos pueden ser cualquiera de los descritos con
anterioridad.

El antagonista de GREM1 puede ser un anticuerpo que se une a GREM1,
por lo general especificamente se une a GREM1. Un anticuerpo
"especificamente se une" a una proteina cuando se une con una afinidad
preferente o alta a una proteina pero no se une sustancialmente, no se une o se
une solamente con baja afinidad a otras proteinas. Por ejemplo, un anticuerpo
"especificamente se une" a una molécula diana cuando se une con afinidad
preferente o alta a dicha diana pero no se une sustancialmente, no se uno o se
une solo con baja afinidad a otras proteinas humanas.

Un anticuerpo se une con afinidad preferente o alta si se une con un Kd
de 1 x 10-7 M o menos, mas preferiblemente 5 x 10-8 M 0 menos, mas
preferiblemente 1 x 10-8 M 0 menos o mas preferiblemente 5 x 10-9 M 0 menos.
Un anticuerpo se une con baja afinidad si se une con un Kd de 1 x 10-6 M o0 mas,
mas preferiblemente 1 x 10-5 M o méas, més preferiblemente 1 x 10-4 M o més,
mas preferiblemente 1 x 10-3 M 0 mas, incluso mas preferiblemente 1 x 10-2 M
0 mas.

El anticuerpo puede ser, por ejemplo, un anticuerpo monoclonal, un
anticuerpo policlonal, un anticuerpo de cadena simple, un anticuerpo hibrido, un
anticuerpo biespecifico, un anticuerpo con injerto de CDR o un anticuerpo
humanizado. El anticuerpo puede ser una molécula de inmunoglobulina intacta
o un fragmento de la misma tal como un Fab, F(ab’)2 o fragmento Fv.

Paciente
Cualquier paciente puede ser tratado de conformidad con la invencion. El
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paciente es por lo general humano. Sin embargo, el paciente puede ser otro
animal mamifero, tal como un animal criado de forma comercial, como un
caballo, una vaca, una oveja, un pez, un pollo o un cerdo, un animal de
laboratorio, como un ratén o una rata, 0 una mascota, como una cobaya, un
h&mster, un conejo, un gato o un perro.

Composiciones Farmacéuticas, Dosificaciones y Regimenes de Dosificacién

Un antagonista de GREM1 de la invencién puede estar provisto en una
composicién farmacéutica. La composicion farmacéutica serd normalmente
estéril y tipicamente incluird un portador y/o adyuvante farmacéuticamente
aceptable. Una composicion farmacéutica de la presente invencion puede
adicionalmente incluir un adyuvante y/o portador farmacéuticamente aceptable.

Como se usa en la presente, un "portador farmacéuticamente aceptable"”
incluye todos y cada uno de los solventes, medios de dispersion, revestimientos,
agentes antibacterianos y antifingicos, agentes retardantes de absorcion e
isoténicos, y similares que son fisiol6gicamente compatibles. El portador puede
ser apropiado para administracion parenteral, por ejemplo, intravenosa,
intramuscular, intradérmica, intraocular, intraperitoneal, subcutanea, espinal u
otras vias de administracion parenteral, por ejemplo, por inyeccion o infusién. De
maneta alternativa, el portador puede ser apropiado para administracion no
parenteral tal como una via de administracion tépica, epidérmica o a través de la
mucosa. El portador puede ser apropiado para administracion oral. Dependiendo
de la via de administracién, el modulador puede estar recubierto en un material
para proteger el compuesto de la accion de acidos y otras condiciones naturales
gue pueden inactivar el compuesto.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden incluir una o
mas sales farmacéuticamente aceptables. Una "sal farmacéuticamente
aceptable" se refiere a una sal que retiene la actividad biol6gica deseada del
compuesto original y no imparte ningun efecto toxicolégico no deseado.
Ejemplos de dichas sales incluyen sales de adicion de acidos y sales alcalinas.

Portadores farmacéuticamente aceptables comprenden portadores
acuosos o diluyentes. Ejemplos de portadores acuosos apropiados que puedan
ser empleados en las composiciones farmacéuticas de la invencion incluyen
agua, agua tamponada y solucién salina. Ejemplos de otros portadores incluyen
etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol, y similares), y
mezclas apropiadas de los mismos, aceites vegetales, tales como aceite de oliva,
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y ésteres organicos inyectables, tales como etil oleato. En varios casos, sera
conveniente incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azUcares, polialcoholes tales
como manitol, sorbitol o cloruro de sodio en la composicion.

Las composiciones terapéuticas deben ser tipicamente estériles y
estables bajo las condiciones de fabricacion y almacenamiento. La composicion
puede ser formulada como una solucién, microemulsién, liposoma u otra
estructura ordenada apropiada para alta concentracion de farmacos.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden comprender
principios activos adicionales.

También dentro del ambito de la presente divulgacion, se encuentran los
kits que comprenden antagonistas descritos en la presente e instrucciones para
su uso. El kit puede ademas contener uno o mas reactivos adicionales, tales
como un agente terapéutico o profilactico adicional como se analiza en la
presente.

Los antagonistas descritos en la presente o formulaciones o
composiciones de las mismas pueden ser administrados para tratamientos
profilacticos y/o terapéuticos.

En aplicaciones terapéuticas, los compuestos se administran a un sujeto
que ya padece un trastorno o condicién segun se describié con anterioridad, en
una cantidad suficiente para curar, aliviar o parcialmente detener la condicién o
uno o mas de sus sintomas. Dicho tratamiento terapéutico puede resultar en una
disminucion en la gravedad de los sintomas de la enfermedad, o un aumento en
la frecuencia o duracion de los periodos libres de sintomas. Una cantidad
adecuada para lograr esto se define como una "cantidad terapéuticamente
efectiva”.

En aplicaciones profilacticas, las formulaciones se administran a un sujeto
en riesgo de un trastorno o condicién como se describié con anterioridad, en una
cantidad suficiente para evitar o reducir los efectos posteriores de la condicion o
uno o mas de sus sintomas. Una cantidad adecuada para lograr esto se define
como una "cantidad efectiva profilacticamente”. Las cantidades efectivas para
cada proposito dependeran de la gravedad de la enfermedad o lesién asi como
del peso y estado general del sujeto.

Un sujeto para administracion puede ser un ser humano o un animal no
humano. La expresion "animal no humano” incluye todos los vertebrados, por
ejemplo, mamiferos y no mamiferos, tales como primates no humanos, ovejas,



10

15

20

25

30

35

56

perros, gatos, caballos, vacas, pollos, anfibios, reptiles, etc. La administracion a
seres humanos es tipica.

Una composicion farmacéutica o antagonista de la invenciéon puede ser
administrada a través de una o mas vias de administracion utilizando una o mas
de una variedad de métodos conocidos en la técnica. Como podra apreciar un
experto en la técnica, la via y/o modo de administracion variardn dependiendo
de los resultados deseados. Ejemplos de vias de administracion de compuestos
0 composiciones farmaceéuticas de la invencion incluyen vias de administracion
intravenosa, intramuscular, intradérmica, intraocular, intraperitoneal,
subcutanea, espinal y otras vias de administracion parenterales, por ejemplo, por
inyeccion o infusiéon. La frase "administracion parenteral' como se usa en la
presente significa modos de administracion que no sean administracion enteral
o tépica, usualmente por inyeccién. De manera alternativa, un anticuerpo/agente
modulador o composicion farmacéutica de la invencion puede ser administrada
a través de una via no parenteral, tal como una via de administracion topica,
epidérmica o de la mucosa. El anticuerpo/agente modulador o composicién
farmacéutica de la invencion puede ser para administracion oral.

Una dosificacion apropiada de un anticuerpo/agente modulador o
composicién farmacéutica de la invencién puede ser determinada por un médico
experto. Los niveles de dosificacion reales de los principios activos en las
composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden variarse de
manera que se obtenga una cantidad de principio activo que sea efectiva para
alcanzar la respuesta terapéutica deseada para un paciente particular,
composicion y modo de administracion, sin ser toxica para el paciente. El nivel
de dosificacibn seleccionado depender4d de una variedad de factores
farmacocinéticos que incluyen la actividad de las composiciones particulares de
la presente invencion utilizadas, la via de administracion, el tiempo de
administracion, la tasa de excrecion del compuesto particular empleado, la
duracion del tratamiento, otros farmacos, compuestos y/o materiales utilizados
en combinacion con las composiciones particulares empleadas, la edad, sexo,
peso, condicion, salud general e historia médica previa del paciente que esta
siendo tratado, y factores similares conocidos en las artes médicas.

Una dosis apropiada puede ser, por ejemplo, en el intervalo de desde
aproximadamente 0,01 pg/kg a aproximadamente 1000 mg/kg de peso corporal,
tipicamente desde aproximadamente 0,1 pg/kg a aproximadamente 100 mg/kg
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de peso corporal, del paciente que va a ser tratado. Por ejemplo, una dosificacion
apropiada puede ser desde aproximadamente 1 pg/kg a aproximadamente
10 mg/kg de peso corporal por dia o desde aproximadamente 10 pg/kg a
aproximadamente 5 mg/kg de peso corporal por dia.

Los regimenes de dosificacibn pueden ajustarse para proporcionar la
respuesta Optima deseada (por ejemplo, una respuesta terapéutica). Por
ejemplo, puede administrarse una dosis Unica, pueden administrarse varias
dosis divididas en el tiempo o la dosis puede ser proporcionalmente reducida o
aumentada segun lo indiquen las exigencias de la situacion terapéutica. La forma
de unidad de dosificacion como se usa en la presente se refiere a las unidades
fisicamente discretas apropiadas como dosificaciones unitarias para los sujetos
gue van a ser tratados; cada unidad contiene una cantidad predeterminada de
un compuesto activo calculado para producir el efecto terapéutico deseado en
asociacion con el portador farmacéutico requerido.

La administracion puede ser en dosis Unicas o multiples. Las dosis
multiples pueden administrarse a través de las mismas o diferentes vias y a las
mimas o diferentes locaciones. De manera alternativa, las dosis pueden ser a
través de una formulacién de liberacién sostenida, en cuyo caso se requiere
menos frecuencia de administracion. La dosificacién y frecuencia puede variar
dependiendo de la semivida del antagonista en el paciente y la duracion deseada
del tratamiento.

Como se menciond con anterioridad, las composiciones farmacéuticas o
moduladores/anticuerpos de la invencién pueden ser co-administradas con uno
0 mas de los agentes terapéuticos adicionales.

La administracion combinada de dos o mas agentes puede lograrse en
una cantidad de formas diferentes. Ambos pueden administrarse de manera
conjunta en una composicién Unica o pueden administrarse en composiciones
separadas como parte de una terapia combinada. Por ejemplo, una puede
administrarse con anterioridad o de manera separada, con posterioridad o de
manera consecutiva, o0 de manera conjunta o simultanea con la otra.
Composiciones farmacéuticas y modos de administracion

Los antagonistas para uso en los métodos de tratamiento descritos en la
presente pueden ser formulados en composiciones farmacéuticas. Estas
composiciones pueden comprender, ademas de los ingredientes
terapéuticamente activos, un excipiente, portador, diluyente, tampon,
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estabilizador u otros materiales farmacéuticamente aceptables bien conocidos
para aquellos expertos en la materia. Dichos materiales deben ser no toxicos y
no deben interferir con la eficacia del principio activo. El portador o diluyente
farmacéutico puede ser, por ejemplo, una solucién isotonica.

La naturaleza precisa del portador u otro material puede depender de la
via de administracion, por ejemplo, vias orales, intravenosas, cutaneas o
subcutaneas, nasales, intramusculares e intraperitoneales. Por ejemplo, las
formas orales sélidas pueden contener, junto con la sustancia activa, diluyentes,
por ejemplo, lactosa, dextrosa, sacarosa, celulosa, almidon de maiz o almidén
de patata; lubricantes, por ejemplo, silice, talco, acido estearico, estearato de
calcio o magnesio, y/o polietilenglicol; agentes aglutinantes; por ejemplo,
almidones, goma arabiga, gelatina, metilcelulosa, carboximetilcelulosa o
polivinilpirrolidona; agentes disgregantes, por ejemplo, almidén, acido alginico,
alginatos o glicolato sodico de almiddén; mezclas efervescentes; colorantes;
endulzantes; agentes humectantes, tales como lecitina, polisorbatos,
laurilsulfatos; y, en general, sustancias no toxicas y farmacol6gicamente
inactivas utilizadas en formulaciones farmacéuticas. Dichas preparaciones
farmacéuticas pueden ser fabricadas de manera conocida, por ejemplo, por
medio de procesos de mezcla, granulacion, compresién, recubrimiento
azucarado o recubrimiento de pelicula.

Las formulaciones orales incluyen dichos excipientes usualmente
empleados como, por ejemplo, grados farmacéuticos de manitol, lactosa,
almidén, estearato de magnesio, sacarina sodica, celulosa, carbonato de
magnesio y similares. Estas composiciones toman la forma de soluciones,
suspensiones, comprimidos, pildoras, capsulas, formulaciones de liberacion
sostenida o polvos y contienen 10 % a 95 % de principio activo, preferiblemente
de 25 % a 70 %. Donde la composicién farmacéutica esté liofilizada, el material
liofilizado puede ser reconstituido antes de la administracion, por ejemplo, una
suspension. La reconstitucion se lleva a cabo preferiblemente en un tampon.

Las capsulas, comprimidos y pildoras para administracion oral a un
individuo pueden estar proporcionadas con un revestimiento entérico que
comprende, por ejemplo, Eudragit "S", Eudragit "L", acetato de celulosa, ftalato
de acetato de celulosa o hidroxipropilmetilcelulosa.

Las dispersiones liquidas para administracion oral pueden ser jarabes,
emulsiones o suspensiones. Los jarabes pueden contener como portadores, por
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ejemplo, sacarosa o0 sacarosa con glicerina y/o manitol y/o sorbitol.

Las suspensiones y emulsiones pueden contener como portador, por
ejemplo, una goma natural, agar, alginato de sodio, pectina, metilcelulosa,
carboximetilcelulosa o alcohol polivinilico. Las suspensiones o soluciones para
inyecciones intramusculares pueden contener, junto con la sustancia activa, un
portador farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, agua estéril, aceite de oliva,
oleato de etilo, glicoles, por ejemplo, propilenglicol y, si se desea, una cantidad
adecuada de clorhidrato de lidocaina.

Las soluciones para administracion intravenosa o infusion pueden
contener, como portadores, por ejemplo, agua estéril o preferiblemente pueden
estar en la forma de soluciones salinas isotonicas, acuosas o estériles.

Para supositorios, los aglutinantes tradicionales y portadores pueden
incluir, por ejemplo, polialquilenglicoles o triglicéridos; dichos supositorios
pueden estar formados de mezclas que contengan el principio activo en el
intervalo de 0,5 % a 10 %, preferiblemente de 1 % a 2 %.

Los inhibidores de polinucledtidos u oligonucleétidos pueden ser
secuencias de nucleétidos desnudos o estar en combinacién con lipidos
catidnicos, polimeros o sistemas diana. Pueden ser entregados por cualquier
técnica disponible. Por ejemplo, el polinucleétido u oligonucleétido puede ser
introducido por aguja de inyeccion, preferiblemente de manera intradérmica,
subcutdnea o intramuscular. De manera alternativa, el polinucleétido u
oligonucledtido puede ser entregado directamente a través de la piel utilizando
un dispositivo de entrega tal como una entrega de gen mediada por particulas.
El polinucledtido u oligonucleétido puede ser administrado tépicamente a la piel,
0 a las superficies mucosas, por ejemplo, por administracion intranasal, oral o
intrarrectal.

La captacién de construcciones de polinucleétidos u oligonucle6tidos
puede ser mejorada por varias técnicas de transfeccion conocidas, por ejemplo,
aguellas que incluyen el uso de agentes de transfeccion. Ejemplos de estos
agentes incluyen agentes cationicos, por ejemplo, fosfato de calcio y DEAE-
Dextrano y lipofectantes, por ejemplo, lipofectamine y transfectamina. La
dosificacion del polinucleétido u oligonucleétido para administrar puede ser
alterada.

La administracion es tipicamente en una "cantidad profilacticamente
efectiva” o una "cantidad terapéuticamente efectiva” (segun sea el caso, a pesar
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de que la profilaxis pueda ser considerada terapia), siendo esto suficiente para
demostrar el beneficio al individuo, por ejemplo, una cantidad efectiva para evitar
o demorar el comienzo de la enfermedad o condicién, para mejorar uno o mas
sintomas, para inducir o prolongar la remision, o para demorar la recaida o
recurrencia.

La dosis puede estar determinada de conformidad con varios parametros,
especialmente de conformidad con la sustancia usada; la edad, peso y condicién
del individuo para tratar; la via de administracién; y el régimen requerido. Un
médico serd capaz de determinar la via de administracion requerida y la
dosificacion para cualquier individuo particular. Una dosis diaria tipica es desde
aproximadamente 0,1 a 50 mg por kg de peso corporal dependiendo de las
condiciones mencionadas con anterioridad. La dosis puede ser proporcionada
como una dosis Unica o puede ser proporcionada como dosis mdultiples, por
ejemplo, tomadas en intervalos regulares, por ejemplo, 2, 3 0o 4 dosis
administradas cada hora. Tipicamente los inhibidores de polinucledtidos u
oligonucledtidos se administran en el intervalo de 1 pg a 1 mg, preferiblemente
a 1 pg a 10 ug &cido nucleico para entrega mediada por particulas 'y 10 ug a 1
mg para otras vias.

Ejemplos de técnicas y protocolos mencionados con anterioridad pueden
encontrarse en Remington's Pharmaceutical Sciences, 202 edicion, 2000, pub.
Lippincott, Williams & Wilkins.

Combinaciones terapéuticas

Una composicion de la invencion, como se describié con anterioridad,
puede utilizarse/administrarse sola o en combinacién con otras composiciones o0
tratamientos terapéuticos, por ejemplo, como terapia complementaria. Las otras
composiciones o tratamientos terapéuticos pueden, por ejemplo, ser uno 0 mas
de aquellos analizados en la presente, y pueden ser administrados ya sea de
manera simultanea o consecutiva con la composicion de la invencion.

Como se analizo con anterioridad, los antagonistas GREML1 tienen utilidad
particular en tratamientos de combinacion, ya que pueden ser usados para

sensibilizar un cancer o tumor a otro agente anti-canceroso, tal como un agente
quimioterapéutico, u otra terapia para cancer, tal como radioterapia o cirugia. El
cancer puede ser resistente al otro agente anti-canceroso o terapia para cancer
en ausencia del antagonista de GREML.

De este modo, un antagonista anti-GREM1 puede ser usado en
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combinacién con otra terapia para cancer o cualquier otro agente terapéutico
para un cancer, tal como un agente quimioterapéutico. La otra terapia para
cancer puede ser seleccionada de cualquier terapia conocida para el cancer
pertinente, tal como cualquier terapia conocida para cancer colorrectal. La otra
terapia para cancer puede ser una radioterapia. Los tratamientos apropiados de
radioterapia se describen en Van Cutsem (y otros) Annals of Oncology, 2014,
Vol. 25, numero 3. La radioterapia puede ser llevada a cabo antes de la cirugia
en un cancer o después de la cirugia en un cancer. La radioterapia puede ser
radioterapia adyuvante. La radioterapia puede llevarse a cabo en combinacién
con una quimioterapia, por ejemplo, administracibn de un agente
quimioterapéutico como se describe a continuacion.

El otro agente terapéutico para un cancer, tal como un agente
quimioterapéutico puede ser seleccionado de cualquier agente terapéutico
conocido para el cancer pertinente, incluyendo cualquier agente
quimioterapéutico conocido o combinacion de agentes quimioterapéuticos para
el cancer pertinente. Por ejemplo, un antagonista de GREM1 puede ser usado
en combinacion con uno o més de 5-fluorouracilo, oxaliplatino, irinotecan y acido
folinico, particularmente en tratamientos de cancer colorrectal. Otros ejemplos
de tratamientos de combinacioén que combinan los antagonistas de GREM1 con
otros agentes anti-cancerosos para tratamiento de cancer colorrectal y mieloma
multiple se describen a continuacién en el contexto de composiciones y kits para
tratamiento. El cancer puede ser resistente a uno 0 mas agentes
quimioterapéuticos (tal como uno de los agentes quimioterapéuticos antes
mencionados) cuando no se administran en combinacién con un antagonista de
GREM1. Un antagonista de GREM1 puede utilizarse en combinacion con
cetuximab, nivolumab o bevacizumab. Puede administrarse un anticuerpo
biespecifico que combina una especificidad anti-GREM1 y una especificidad de
nivolumab o bevacizumab.

Como parte de los aspectos antes mencionados, la invencion proporciona
un antagonista anti-GREM1 para uso en un método de tratamiento y/o
prevencion del cancer de conformidad con la invencion, en donde el método
comprende administracion separada, de manera consecutiva o simultanea de un
agente quimioterapéutico. La invencion también proporciona un antagonista anti-
GREML1 para uso en un método de tratamiento y/o prevencion del cancer de
conformidad con la invencion, en donde el método comprende radioterapia



10

15

20

25

30

35

62

separada, de manera consecutiva o0 simultanea. La invencion ademas
proporciona un agente quimioterapéutico para uso en un método para el
tratamiento de un cancer que tenga sobreexpresion estromal de GREM1 en
donde el método comprende administracion separada, de manera consecutiva o
simultdnea de un antagonista anti-GREML1. La invencion también proporciona un
agente quimioterapéutico para uso en un método para la prevencién o
tratamiento de un cancer que tenga sobreexpresion epitelial de GREM1 en
donde el método comprende administracion separada, de manera consecutiva o
simultanea, de un antagonista anti-GREM1.

Adicionalmente se proporciona una composicion o kit que comprende un
antagonista anti-GREM1 y un agente anti-canceroso adicional. El agente anti-
canceroso adicional puede ser un agente quimioterapéutico o terapéutico diana.
El agente anti-canceroso adicional puede ser cualquier agente anti-canceroso
descrito con anterioridad. Pueden incorporarse mas de uno de dichos agentes
anti-cancerosos adicionales en la composicion o kit. La composicion o kit puede
comprender un antagonista anti-GREM1 y uno o mas agentes anti-cancerosos
seleccionados de: 5-fluorouracilo, oxaliplatino, irinotecan y acido folinico,
cetuximab, nivolumab y bevacizumab, particularmente como parte de una
composicién o kit para el tratamiento de cancer colorrectal. Una composicién o
kit para el tratamiento de mieloma multiple puede comprender un antagonista
anti-GREM1 y uno o mas de un anticuerpo anti-CD38 (tal como un
daratumumab), un anticuerpo anti-SLAMF7 (tal como elotuzumab) y/o un
anticuerpo anti-IL-6 (tal como siltuximab). Puede proporcionarse un anticuerpo
biespecifico que combine una especificidad anti-GREM1 y una de las otras
especificidades anteriores en una composicién o kit. Una combinacion preferida
comprende un antagonista ant-GREM1 vy un anticuerpo anti IL-6
(preferiblemente siltuximab). Una composicién o kit para tratamiento de mieloma
multiple puede comprender un antagonista anti-GREM1 y bortezumib y/o iMID
(lenalidomida/pomalidomida) o un analogo de cualquiera de ellos. El antagonista
anti-GREM1 en cualquiera de las composiciones anteriores y kits puede ser
preferiblemente un anticuerpo anti-GREML1.

Indicaciones terapéuticas

Los antagonistas de la presente invencion se utilizan en el tratamiento o
prevencion del cancer.
La prevencion del cancer puede incluir prevenir que el sujeto sea
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diagnosticado con cancer o postergar la aparicién del cancer. La prevencion del
cancer puede también incluir la prevencion de la recaida o recurrencia del cancer
un sujeto que ha sido previamente diagnosticado con cancer. La prevencion del
cancer puede adicionalmente incluir aumentar la supervivencia de un sujeto que
no ha sido diagnosticado con cancer o que ha sido previamente diagnosticado
con cancer.

El tratamiento del cancer puede paliar uno 0 més sintomas, inducir o
prolongar la remisién, o demorar la recaida o recurrencia del cancer. El
tratamiento puede curar, paliar o parcialmente detener el cancer. Puede resultar
en una disminucion en la gravedad de los sintomas de la enfermedad, o un
aumento en la frecuencia o duracién de los periodos libres de sintomas. El
tratamiento del cancer puede también incluir prevenir que un cancer (por
ejemplo, un cancer establecido) se propague desde su sitio inicial dentro del
cuerpo del paciente a uno o mas sitios secundarios dentro del cuerpo del
paciente. De este modo, el tratamiento del cancer puede incluir la prevencion de
la diseminacion o metéastasis de un cancer existente. El tratamiento del cancer
colorrectal puede resultar en una reduccion en la carga de pdélipos (cantidad de
pélipos) como se evalud, por ejemplo, por endoscopia. El tratamiento de mieloma
multiple puede resultar en una reduccién en la carga tumoral en la médula 6sea,
por ejemplo, como se evalué con exploracion MRI/CT, y/o una reduccion en la
carga de células plasmaticas, que puede ser determinado con posterioridad a la
biopsia de la médula 6sea, y/o reduccion de uno o mas marcadores de suero
tales como la produccion de anticuerpo monoclonal (paraproteina) y proporcion
de cadenas ligeras libres de suero (FCL), y/o reduccién en lesiones liticas
asociadas del esqueleto, que pueden ser detectadas por radiografia.

Deteccién y Diagnostico

Basada en la correlacion entre el GREM1 estromal y el cancer, la presente
invencion también proporciona medios adicionales para la deteccion y
diagndstico del cancer, y para prondéstico de cancer y prediccion de capacidad
de respuesta de un cancer a un tratamiento.

La invencién ademas proporciona un método para detectar el cancer en
un paciente, en donde el método comprende medir la expresion estromal del
GREML1 en el paciente, en donde la sobreexpresion estromal de GREML1 indica
que el paciente tiene un cancer. La invencion también proporciona un método
para pronosticar un cancer en un paciente, en donde el método comprende
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determinar si el cAncer comprende sobreexpresion estromal de GREML1 o no, en
donde la sobreexpresion estromal de GREM1 en el cancer indica que el paciente
tiene un peor prondstico que en la situacién de expresion estromal normal de
GREML. El cancer puede ser cualquier cancer descrito en la presente. El cancer
es preferiblemente un cancer colorrectal, que tipicamente comprende un
estroma desmoplasico, mieloma multiple o cancer de mama.

El diagndstico incluye determinar si un individuo tiene un cancer o tumor
0 no y/o determinar la intensidad del cancer o tumor.

El prondstico incluye pronosticar si un individuo va a desarrollar un cancer
o tumor o no, si necesitara tratamiento o no, el tipo de tratamiento que el individuo
necesitara, si responderd al tratamiento o no, si sufrird un episodio, recurrencia
o0 recaida de cancer o no, y la intensidad o duracion de un sintoma o episodio,
recurrencia o recaida de un cancer. El método de prondstico puede pronosticar
si un individuo en remisién de un cancer tendra una recurrencia o no. Pronosticar
si un individuo tendra una recurrencia o no incluye determinar la probabilidad de
que el individuo tenga una recurrencia, y/o pronosticar cuando tendra la
recurrencia. La invencion ademas proporciona un método para determinar si un
paciente que tiene o se sospecha que tiene o estd en riego de desarrollar un
cancer es potencialmente capaz de responder a tratamiento con un agente
quimioterapéutico o no, cuyo método comprende medir la expresion estromal del
GREM1 en el paciente, y de ese modo, pronosticar si el paciente es
potencialmente capaz de responder a un tratamiento con el agente
quimioterapéutico o no.

La invencién adicionalmente proporciona un método para determinar si un
paciente que tiene o se sospecha que tiene o esta en riesgo de desarrollar un
cancer es potencialmente capaz de responder a un tratamiento con un
antagonista de GREML1 o no, en donde el método comprende medir la expresion
estromal de GREML1 en el paciente, y de ese modo pronosticar si el paciente es
potencialmente capaz de responder al tratamiento con el antagonista de GREM1
0 no. Los métodos antes mencionados puede ademas pronosticar la capacidad
de respuesta a un tratamiento combinado con un antagonista de GREM1 y un
agente quimioterapéutico, o un tratamiento combinado que comprenda la
administracion de un antagonista de GREM1 y radioterapia.

La capacidad de respuesta pronosticada en un individuo a una terapia
dada significa que se espera que el individuo obtenga beneficio, 0 un grado
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suficiente de beneficio, de recibir la terapia. La falta de respuesta pronosticada
en un individuo a una terapia significa que no se espera que el individuo obtenga
beneficio, o un grado suficiente de beneficio, de recibir la terapia. EI método para
pronosticar la respuesta puede llevarse a cabo antes de la administracion del
antagonista de GREML1 o agente quimioterapéutico. El prondstico puede tenerse
en cuenta cuando se selecciona o recomienda un tratamiento apropiado para el
individuo. De manera alternativa, el método puede llevarse a cabo después del
tratamiento con la terapia y usado para supervisar y pronosticar la respuesta del
individuo al tratamiento. Tipicamente, el método es para pronosticar si el
individuo tendra una respuesta primaria al tratamiento con la terapia o no, esto
es si el individuo respondera o no cuando reciba por primera vez el tratamiento.
En algunos casos el método es para pronosticar faltas de respuesta secundarias,
esto es, si un individuo que inicialmente responde al tratamiento posteriormente
dejard de responder al tratamiento 0 no, o si responder4d de manera menos
favorable al tratamiento.

De conformidad con la presente invencion, el nivel estromal y/o epitelial
de GREM1 aumentado en un individuo, en comparacién con una muestra de
referencia o nivel de referencia, indica un diagndstico positivo referente a la
presencia de cancer, por ejemplo, que el individuo tiene cancer o una forma
particular de cancer o tiene un cancer de mayor intensidad. Un nivel estromal y/o
epitelial de GREM1 aumentado también indica un prondstico negativo, esto es
un resultado pronosticado malo para el individuo, por ejemplo, que el individuo
no respondera a una terapia particular, que un individuo en remision de cancer
tendrd una recurrencia o que el individuo se encuentra en mayor riesgo de
desarrollar el cancer.

A la inversa, un nivel de GREM1 disminuido o normal indican un
diagndstico negativo, por ejemplo, que el individuo no tiene el cancer o tiene un
cancer de poca intensidad. Un nivel disminuido de GREML1 puede indicar un
prondstico positivo, que es un buen resultado para el paciente, por ejemplo, que
el individuo respondera a una terapia particular o que un individuo en remision
del cancer no tendra una recurrencia 0 no se encuentra en mayor riesgo de
desarrollar la enfermedad o condicion. Para diagnosticar si un individuo tiene o
no cancer, la muestra o nivel de referencia tipicamente representa un nivel de
base de GREM1 en un individuo que no tiene el cancer pertinente, o que se
sospecha que tiene el cancer pero posteriormente se confirma que no tiene el



10

15

20

25

30

35

66

cancer.

El método para diagnosticar o pronosticar puede incluir seleccionar o
recomendar un tratamiento adecuado para el individuo, esto es, basado en el
diagnostico o pronéstico. El tratamiento seleccionado o recomendado puede
entonces ser administrado al individuo. De este modo, los métodos de deteccion,
diagnostico, prondstico y prediccion de capacidad de respuesta antes
mencionados pueden ademas comprender un paso de administrar uno 0 mas
agentes anti-cancerosos profilacticos o terapéuticos al individuo, o administrar
una terapia para cancer, tal como radioterapia. El o los agentes tipicamente
comprenden un antagonista de GREM1, cualquiera puede ademas comprender
un agente anti-canceroso adicional como se describe con anterioridad.

En algunos casos, una sobreexpresiéon de GREM1, en comparacion con
una muestra de referencia o nivel de referencia, indica que el individuo
respondera a la terapia con una antagonista de GREM1. Una terapia que incluya
el uso de un antagonista de GREM1 puede entonces ser seleccionada o
recomendada, y puede entonces ser ademas administrada al individuo. De
manera similar, una terapia que comprende el uso de un antagonista de GREM1
y un agente anti-canceroso adicional puede ser seleccionada basada en la
sobreexpresion de GREML1.

En otros casos, un nivel disminuido o normal de GREM1, en comparacion
con una muestra de referencia o nivel de referencia, indica que el individuo no
respondera a la terapia con un antagonista de GREM1. Entonces no se
administra un antagonista de GREM1 al individuo. Asimismo, puede
seleccionarse o recomendarse para el tratamiento del individuo un tratamiento
terapéutico que no sea antagonista de GREM1, y puede ademas ser
administrado después al individuo.

En todos los aspectos de la invencion, un individuo que tiene cancer (por
ejemplo, cancer colorrectal o mieloma multiple o cancer de mama) o un individuo
gue se sospecha que tiene la enfermedad o condicion y/o un individuo en riesgo
de desarrollar la enfermedad o condicion puede ser seleccionado para el
tratamiento o identificado. Por ejemplo, el individuo puede no haber sido
formalmente diagnosticado pero puede estar bajo sospecha de tener la
enfermedad o condicidn debido a la presencia de uno o mas sintomas. El
individuo puede ser considerado en riesgo de desarrollar cancer si tiene uno o
mas de los factores de riesgo asociados con el cancer y/o una 0 mas



10

15

20

25

30

35

67

predisposiciones que aumentan la susceptibilidad al cancer. Los factores de
riesgo en relacion al cancer colorrectal incluyen SNP como se describié con
anterioridad y, por ejemplo, en Tomlinson et al, PLos Genet, 2011, analizado con
anterioridad, y mutaciones genéticas heredadas tales como mutacion o
mutaciones en el gen codificador de GREM1, o cualquier otra mutacion que
afecte a la expresion del gen de GREM1, incluyendo la mutacién causante del
HMPS.

Los siguientes Ejemplos ilustran la invencién.
Ejemplos
Ejemplo 1 — Expresion, purificacion, replegamiento y determinacion de
estructura de la proteina.
Preparacién de cuerpo de inclusion y expresién de proteina

Una secuencia de codificacion de Gremlin-1 humana truncada (SEQ 1D
NO: 20), optimizada para expresion en E. coli, fue clonada en un vector
modificado pET32a (Merck Millipore) utilizando BamHI/Xhol, generando un
vector que codifica la secuencia Gremlin con un marcador 6His-TEV N-terminal
(PET-hGremlinl).

Secuencia expresada:
MGSSHHHHHHSSGENLYFQGSAMPGEEVLESSQEALHVTERKYLKRDWCKT
QPLKQTIHEEGCNSRTIINRFCYGQCNSFYIPRHIRKEEGSFQSCSFCKPKKFT
TMMVTLNCPELQPPTKKKRVTRVKQCRCISIDLD; SEQ ID NO: 2 (con restos
no-Gremlin de la etiqueta 6His-TEV ilustrada en cursiva). Numeracion de
secuencia basada en UniProt 060565 y SEQ ID NO: 1.

Se utilizd el ADN plasmidico pET-hGremlinl para transformar las células
BL21(DE3). Se seleccion6 una Unica colonia resistente a ampicilina de una placa
de agar LB/Amp y se usé para inocular un cultivo de inicio de 100 ml de LB/Amp.
Después de agitarlo (200 rpm) durante 16 h a 37 °C, se utilizaron 25 ml del cultivo
de inicio para inocular 500 ml de medio 2xTY/Amp. El cultivo fue agitado (250
rpm) a 37 °C hasta que se alcanz6 una DOsoo de 3. Posteriormente, el cultivo fue
suplementado con 20 ml de una mezcla de alimentacion de MOPS + glicerol
(MOPS 1 M pH 7,4, glicerol 40 %, MgSQOa4 0,5 %, MgCl2 0,42 %), inducido con
IPTG 300 uM y adicionalmente incubado a 17 °C, 180 rpm durante 16 horas. Las
células fueron recolectadas en una centrifugadora (4.000 g durante 20 minutos
a4 °C).

Los sedimentos celulares fueron resuspendidos en un tampon de lisis
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(PBS pH 7,4, lisozima 0,35 mg/ml, DNasa 10 pg/mly MgCl2 3 mM) a 4°C vy la
fraccion insoluble fue recolectada por centrifugacion a 3.500 g durante 30
minutos a 4 °C. Los cuerpos de inclusion granulados fueron lavados tres veces
por resuspension en tampon de lavado (Tris 50 mM, NaCl 500 mM, Triton X-100
0,5 %, pH 8.0), seguido por centrifugacion a 21.000 g durante 15 minutos. Se
llevaron a cabo dos lavados adicionales utilizando tampon de lavado sin Triton
X-100.

Solubilizacién

Los cuerpos de inclusién fueron resupendidos en un tampoén
desnaturalizante (Urea 8 M, Tris 100 mM, EDTA 1 mM, Na2S40s 10 mM y
Na2S0Os3 100 mM, pH 8,5), agitados durante 16 horas a temperatura ambiente y
clarificados por centrifugacion a 21.000 g durante 15 minutos.

Purificacion pre-replegamiento

Los cuerpos de inclusion solubilizados fueron cargados a una columna
Sephacryl S-200 26/60 (120 ml) equilibrada en urea 8 M, MES 50 mM, NaCl 200
mM, EDTA 1 mM, pH 6,0. Las fracciones que contienen proteina Gremlin-1
fueron diluidas con urea 6 M, MES 20 mM, pH 6,0 y cargadas a columnas de
intercambio de cationes HiTrap SP HP y eluidas con un gradiente de NaCl 1 M
sobre 10 volumenes de columnas (10 VC). Las fracciones que contienen proteina
hGremlin-1 desnaturalizada y purificada fueron agrupadas.

Replegamiento

Se agreg6 proteina Gremlin-1 purificada desnaturalizada por goteo al
tampon de repliegue (Tris 50 mM, pH 8,5, NaCl 150 mM, GSH 5 mM y GSSG 5
mM, cisteina 0,5 mM, EDTA 5 mM, arginina 0,5 M) a una concentracion final de
0,1 mg/ml y se incub6 a 4 °C con agitacion constante durante 5 dias. Después
de 5 dias la proteina Gremlin-1 fue dializada contra HEPES 20 mM, NaCl 100
mM, pH 7,5.

Después de la dialisis, la proteina se aplicé a la columna de heparina
HiTrap y fue eluida utilizando un gradiente de 0-100 % de tampodn de elucion de
heparina (HEPES 20 mM, NaCl 1 M, pH 7,5) sobre 20 VC. Las proteinas
correctamente replegadas eluyeron a NaCl 1 M mientras que la proteina
replegada de manera incorrecta eluyé a menores concentraciones de sal.

La proteina que eluye a NaCl 1 M fue concentrada y purificada con
posterioridad en una columna S75 26/60 equilibrada con Hepes 20 mM pH 7,5,
NaCl 1 M.
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La proteina se caracteriz6 por SDS PAGE (alteracion en gel), que
demostré tener el peso molecular esperado y disposicion correcta de enlaces de
disulfuro utilizando espectrometria de masas de cromatografia liquida (LC-MS)
y ser activa en un ensayo celular (ensayo de ID1 indicador).

Determinacién de estructura de Gremlin 1

Los cristales de proteina Gremlin 1 se hicieron crecer utilizando el método
de gota suspendida mezclando una solucion de Gremlin 1 a 6,6 mg/ml y acido
citrico 0,1 M a pH 4, cloruro de litio 1 M y 27 % de polietilenglicol (PEG) 6000 en
una proporcion 1:1. Antes de la recoleccion de datos, los cristales fueron crio-
protegidos agregando 20 % de glicerol al tampon de cristalizacion. Los datos de
difraccion fueron recolectados en la Diamond Light Source y fueron procesados
utilizando XDS (Kabsch Wolfgang (2010) Acta Crystallographica Section D 66,
125-132). Las estadisticas de datos de difraccion fueron resumidas en la tabla
que sigue:

Tabla 2: Estadisticas de datos de difraccion

Estadisticas de difraccion

Longitud de Onda (A) 0,97949

Grupo Espacial C2

Dimensiones celulares a= 84,55 A, b=107,22 A, ¢=77,09 A;
a=90,00°, B=120,43°, y=90,00°

Alcance de Resolucion* (A) 26,19-2,72 (2,79-2,72)

Integridad (%) 98,5 (99,0)

Multiplicidad 3,4 (3,4)

I/sigma 9,6 (2,0)

Rmerge 0,095 (0,622)

Estadisticas de Procesamiento

Alcance de Resolucion (A) 26,19-2,72

Reryst 0,24

Riree 0,29

Enlaces R.m.s.d. (A)** 0,013

Angulos R.m.s.d. (°) 1,782

* Los valores entre paréntesis corresponden a la carcasa de maxima resolucion.
** r.m.s.d. desviacion de la raiz cuadratica media.



10

15

20

25

30

35

70

La estructura de Gremlin-1 se solucion6 con remplazo molecular
utilizando Phaser (McCoy et al, J Appl. Cryst (2007), 40, 658-674) y un modelo
de Gremlin-1 disponible de coordenadas del complejo Gremin-1/Fab patentadas.
El modelo de Gremlin-1 resultante contiene cuatro copias de monémero Gremlin-
1 organizado como dos dimeros. Se realizaron correcciones a los modelos con
Coot (Emsley et al Acta Crystallographica Section D: Biological Crystallography
66 (4), 486-501) y las coordenadas fueron refinadas utilizando Refmac
(Murshudov et al REFMACS for the refinement of macromolecular crystal
structures. Acta Crystallographica Section D: Biological Crystallography.
2011;67(Pt 4):355-367). Las coordenadas finales fueron validadas con
Molprobity (Chen et al. (2010) MolProbity: all-atom structure validation for
macromolecular crystallography. Acta Crystallographica D66:12-21). Un
resumen de las estadisticas del refinamiento del modelo se ilustra en la Tabla 2
que antecede. Los datos estructurales completos para cristalografia de Gremlin-
1 se proporcionan en la Tabla 1 (Figura 1) del documento PCT/EP2017/083650
presentada el 19 de diciembre de 2017, incorporada a la presente por referencia.
Ejemplo 2 — Residuos vinculantes de BMP en Gremlin-1

Como se analizé con anterioridad, Gremlin-1 pertenece a la familia de
proteina antagonista de proteina morfogénica 6sea (BMP) dentro del subgrupo
conocido como familia DAN. Dentro de la familia DAN, Gremlin-1 comparte la
mayor homogeneidad con Gremlin-2 (PRDC).

La estructura de Gremlin-1 humano de 2,7 A resuelta en el Ejemplo 1,
comparte varias caracteristicas en comun con la estructura de Gremlin-2 de raton
publicada (Nolan et al (2013), Structure, 21, 1417-1429). El pliegue general es
muy similar, con dos copias de Gremlin-1 formando un dimero no covalente
antiparalelo, dispuesto en un arco. Cada monomero adopta la disposicion
caracteristica dedo-mufieca-dedo con un motivo de nédulos de cistina hacia el
extremo de la mufieca, opuesto a los dedos. La identidad de secuencia entre las
proteinas es 52 % en aumento hasta 67 % dentro de la secuencia visible en las
dos estructuras. La region de mayor conservacion se sitla en la extensa interfaz
de dimero en donde todos los restos de contacto claves son 100 % conservados.

Los restos involucrados en BMP 2, 4y 7 que se unen al Gremlin-2 (PRDC)
y DAN (NBL1) de ratdon han sido identificados utilizando mutagénesis (Nolan et
al (2013), Structure, 21, 1417-1429 y Nolan et al (2014) J. Biol. Chem. 290, 4759-
4771). El epitopo de unién a BMP pronosticado abarca un tramo hidréfobo que
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se extiende a lo largo de ambos mondmeros en la superficie convexa del dimero.
Se identificaron seis restos por mutagénesis; Trp72, Phe96, Tyr98, Phel04,
Tyrl05 y Phel17 y son 100 % conservados en Gremlin-1 humano (numeracion
basada en la secuencia de Gremlin-2 de raton). El grado de homologia se
extiende al posicionamiento de las cadenas laterales que adoptan una
conformacion idéntica en ambas proteinas.

La numeracion de aminoacidos utilizada en el archivo PDB Gremlin se
empareja con la numeracion en la estructura de Gremlin-2 de raton publicada
basada en una alineacion estructural. Esto permite comparaciones en periodos
iguales para aminoécidos cuando describen las estructuras. Sin embargo, para
mayor claridad, los restos clave identificados como participantes en la unién a
BMP se ilustran a continuacion con la numeracion basada en el archivo PDB y
archivo UniProt de SEQ ID NO: 1 entre paréntesis:

Trp72(93), Phe96(117), Tyr98(119), Phe104(125), Tyr105(126) y Phe117(138).

En ambos Gremlin-2 de ratén y Gremlin-1 humano, el epitopo de unién a
BMP hidrofobo esté parcialmente enterrado por una hélice alfa formada por los
restos N-terminales de cada proteina. Se ha propuesto un modelo de unién a
BMP en donde el extremo N terminal puede flexionarse, exponiendo la interfaz
de unién a BMP completa (Nolan et al (2013), Structure, 21, 1417-1429). En el
presente analisis, los restos N-terminales fueron eliminados de las estructuras
Gremlin-1 humano y Gremlin-2 de raton antes de representar una superficie para
revelar la similitud de las faces de unién en cada proteina.

La literatura s6lo describe mutagénesis de seis restos que tienen un efecto
en la union a BMP. Es posible que el epitopo de BMP real cubra un area de
superficie mayor, abarcando aminoacidos cercanos. Al resaltar todos los restos,
a una distancia de 6 A de aquellos mutados, en la superficie de Gremlin-1, se
revela una mayor regién de Gremlin-1 que puede ser potencialmente diana de
un producto terapéutico. Esta regibn mas extensa abarca los siguientes
aminoacidos de Gremlin-1 humano:

Asp92-Leu99
Argl116-His130
Serl37-Serl42
Cys176-Cys178
(Numeracion basada en SEQ ID NO: 1)
Al combinar la informacion publicada con la informacion de estructura de
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cristal de Gremlin-1 humano, se han identificado las regiones de Gremlin-1
humano que se ofrecen como una potencial ruta para intervencién terapéutica
blogueando su interaccion con BMP.

Ejemplo 3 — Ensayo de gen indicador Hek I1d1

Antecedentes

El ensayo de gen indicador Hek Id1 utiliza células indicadoras Clone 12
Hek293-ld1. Esta linea celular fue establemente transferida con factor de
transcripcion Id1. Id1 es un factor de transcripcion en la via de sefalizacion de
BMP. Gremlin es conocido por unirse a BMP, lo que evita su unién a sus
receptores reduciendo la sefal luciferasa del gen indicador. Por lo tanto,
utilizando este ensayo indicador, es posible examinar los anticuerpos anti-
Gremlin y ver si hay alguno que bloguee la interaccion de Gremlin con BMP. Si
hay un bloqueo de esta interaccion, se ve una restauracion de la sefal luciferasa.
Método

Las células Clone 12 fueron cultivadas en DMEM que contiene FCS 10 %,
1x L-glutamina y 1x NEAA. Las células fueron también desarrolladas en
presencia de Higromicina B (200 pg/ml) para asegurar que las células no pierdan
la expresion del gen Id1. Las células fueron evaluadas en DMEM que contiene
FCS 0,5 %, 1x L-glutamina y 1x NEAA. La higromicina B no es necesaria para el
corto plazo que las células se encuentran en el ensayo.

Las células fueron lavadas en PBS, despegadas usando un tampén de
disociacion celular, centrifugadas y contadas antes de ser dispersadas a
5x104/pocillo en 70 pl (Densidad de 7,14x10%ml). Las placas utilizadas eran de
96 pocillos blancos, opacos recubiertas con Poli-D-Lisina estériles. Las células
van a incubadora durante aproximadamente 3-4 horas para asentarse. Los
heterodimeros de BMP fueron reconstituidos a 200 pg/ml en HCL 4 mM. BMP
fue diluido a 10 pg/ml en medio de ensayo utilizando un vial de vidrio para
proporcionar nuevas soluciones madre.

En una placa de polipropileno, se diluy6é Gremlin-1 1:2 para una curva de
la dosis-respuesta de 8 puntos con una dosis final maxima de 1 pg/ml.

Se agreg6 un volumen adicional de medios de 20 ul por pocillo y las placas
fueron incubadas a 37 °C durante 45 minutos.

El BMP preparado a 100x fue agregado a todos los pocillos excepto los
pocillos que contienen sélo células. Todos los pocillos son compensados hasta
60 ul con un medio de ensayo e incubados durante otros 45 minutos a 37 °C.
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Después de la incubacion, 30 ul de la muestra fueron transferidos por
pocillo de placa de ensayo e incubados durante 20 — 24 horas antes de medir la
sefal de luminiscencia.

Steady Glo celular fue descongelado con anterioridad a temperatura
ambiente. Las placas de ensayo fueron enfriadas a temperatura ambiente
durante aproximadamente 10-15 minutos antes de agregar el reactivo. La sefal
luciferasa fue detectada por adicién del reactivo steady glo celular (100 pl)
durante 20 minutos en un agitador a temperatura ambiente y se midié la
luminiscencia usando el protocolo Cell Titer Glo en Synergy 2

La sefial méxima fue generada desde pocillos que contienen BMP y la
sefial minima fue generada de los pocillos que contienen solo células.
Resultados

Las formas de extension completa y truncada de Grem-1 fueron
evaluadas en el ensayo de gen indicador Hek-1d1 para confirmar la actividad de
bloqueo contra BMP4/7.

El porcentaje de inhibicion de los ensayos de respuesta a la dosis se
calculé basado en las sefiales maximas y minimas en el ensayo y los datos se
adaptaron utilizando un ajuste logistico de 4 parametros. La Clso se calculd
basada en el punto de inflexion de la curva.

Tabla 3: Resultados de potencia para Gremlin-1 de extension completa y
Gremlin-1 truncado en el ensayo de gen indicador Hek-1d1.

Ensayo de gen Promedio IC 95 % (o intervalo

indicador Hek-Id1 N Geomeétrico (nM) donde N=<4)

Gremlin 1

Extension

completa 2 1,6 1,3-1,9

Gremlin 1 truncado 2 1,7 1,1-2,5
Conclusion

Gremlin 1 fue capaz de inhibir la sefalizacion de BMP 4/7 en el ensayo
de gen indicador Hek-1d1.
Eiemplo 4 — Produccion de anticuerpos anti-Gremlin-1

Los anticuerpos anti-Gremlin-1 fueron obtenidos por inmunizacion
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utilizando Gremlin-1 como se describe en el Ejemplo 1, y por seleccion de
genoteca. La genoteca fue generada internamente como una genoteca humana
sin tratamiento previo con las regiones V amplificadas de donaciones de sangre.

La inmunizacién produjo 26 anticuerpos diferentes que se unen a Gremlin-
1 de la primera ronda de inmunizacion. Estos anticuerpos fueron ampliados y
purificados para evaluacion en pruebas de cribado.

Se seleccionaron 25 anticuerpos de reaccién cruzada humanos y de
ratones utilizando Gremlin humano recombinante de R&D Systems. Se
seleccionaron 10 anticuerpos para ampliar y purificar como scFvs para
evaluacion en pruebas de cribado.

Ejemplo 5 — Cribado de anticuerpos anti-Gremlin-1

Los anticuerpos fueron cribados utilizando el ensayo de gen indicador
Hek-ld1 descrito en el Ejemplo 3 y por mediciones de fosforilacion de SMAD.
SMAD1, 5 y 8 son fosforilados tras sefializacion de BMP. Por lo tanto los
inhibidores de Gremlin-1 aumentan la fosforilacién de SMAD.

Los ensayos de fosforilacion de SMAD se llevaron a cabo en células A549
o en fibroblastos de pulmén humano. Los niveles de fosforilacion se
determinaron utilizando MSD.

Resultados

En el ensayo de gen indicador Hek-1d1, no hay aciertos aparentes con los
anticuerpos derivados de inmunizacion (con un exceso de 10 veces de
anticuerpo examinado contra un heterodimero BMP4/7). Los resultados se
muestran en la Figura 1.

En contraste, un nimero de anticuerpos derivados de genoteca fueron
capaces de restaurar la sefial en el ensayo de gen indicador Hek-Id1 (50 veces
en exceso de anticuerpos con un 50 % de dosis de gremlin) (Figura 2). De ellos,
Ab2416 y Ab2417 contienen altos niveles de endotoxina. Ab7326 mantiene la
capacidad de bloqueo a un exceso de 10 veces y 80 % de concentracion de
Gremlin-1 de inhibicion.

Se presentan resultados adicionales en las Figuras 3A (gremlin humano)
y 3B (Gremlin de raton). Estas Figuras muestran titulaciones de Ab7326
(marcadas como PB376) hasta 15 nM. Se mostro que Ab7326 restaura la sefal
de BMP cuando es bloqueada por ya sea humano (Clso de 1,3 nM) o de ratén
(Clso de Gremlin 0,2 nM). El anticuerpo funciona como IgG1 tanto humano como
de raton.
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Las secuencias del IgG1 de extension completa de ratén y humano se
presentan a continuacion. Para sintetizar las proteinas IgGl de extension
completa humana y de raton, las regiones variables de Ab7326 derivadas de la
genoteca fueron re-clonadas en vectores que comprenden los dominios
constantes de anticuerpos apropiados.

Como Ab7326 viene de una genoteca humana sin tratamiento previo, en
donde los Abs son clonados como scFvs, para re-clonar las regiones variables
de 7326 como Abs o Fabs de extension completa, resultd necesario amplificar
por PCR los VH y VK utilizando grupos de cebadores/cebadores redundantes.
Los productos de PCR amplificados fueron entonces asimilados y clonados de
manera simultanea en vectores humanos y de raton. Como los VH y VK fueron
amplificados por grupos de cebadores/cebadores redundantes, se obtuvieron
dos formas variantes de los productos, difiriendo por un Unico resto de
aminoécido derivado de cebadores sutilmente diferentes reconocidos durante el
proceso de PCR.

Las dos formas variantes de regiones variables de cadena pesada difieren
por un Unico aminoacido en la posicién 6, y las dos formas variantes de la regién
variable de cadena ligera difieren por un Unico aminoécido en la posicion 7, como
se ilustra a continuacion:

. La region variable de cadena pesada variante 1 tiene acido glutdmico (E)
en la posicién 6.
o La region variable de la cadena pesada variante 2 tiene glutamina (Q) en la

posicion 6.
o La region variable de cadena ligera variante 1 tiene serina (S) en la posicion
7.
o La region variable de cadena ligera variante 2 tiene treonina (T) en la
posicion 7.
IgG1 de extension completa de ratdn - cadena pesada variante 1 (SEQ ID
NO: 14)
QVQLVESGAE VKKPGATVKI SCKVSGYTFT DYYMHWVQQA PGKGLEWMGL
VDPEDGETIY AEKFQGRVTI TADTSTDTAY MELSSLRSED TAVYYCATDA
RGSGSYYPNH FDYWGQGTLV TVSSAKTTPP SVYPLAPGSA AQTNSMVTLG
CLVKGYFPEP VTVTWNSGSL SSGVHTFPAV LQSDLYTLSS SVTVPSSTWP
SETVTCNVAH PASSTKVDKK IVPRDCGCKP CICTVPEVSS VFIFPPKPKD
VLTITLTPKV TCVVVDISKD DPEVQFSWFV DDVEVHTAQT QPREEQFNST
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KCRVNSAAFP

APIEKTISKT

KGRPKAPQVY

TIPPPKEQMA

KDKVSLTCMI

TDFFPEDITV

EWQWNGQPAE

NYKNTQPIMD

TDGSYFVYSK LNVOKSNWEA GNTFTCSVLH EGLHNHHTEK SLSHSPGK

lgG1 de extension completa de ratén — cadena ligera variante 1 (SEQ ID

NO: 15)

DIVMTQSPDS LAVSLGERAT INCKSSQSVL YSSNNKNYLA WYQQKPGQPP
KLLIYWASTR ESGVPDRFSG SGSGTDFTLT INSLQAEDVA VYFCQQYYDT
PTFGQGTRLE IKRTDAAPTV  SIFPPSSEQL TSGGASVVCE LNNFYPKDIN
VKWKIDGSER ONGVLNSWTD QDSKDSTYSM SSTLTLTKDE YERHNSYTCE

ATHKTSTSPI VKSENRNEC

lgG1 de extension completa de raton — cadena pesada variante 2 (SEQ

ID NO: 28)
QVQLVQSGAE VKKPGATVKI SCKVSGYTFT DYYMHWVQQA PGKGLEWMGL
VDPEDGETIY AEKFQGRVTI TADTSTDTAY MELSSLRSED TAVYYCATDA
RGSGSYYPNH FDYWGQGTLV TVSSAKTTPP SVYPLAPGSA AQTNSMVTLG
CLVKGYFPEP VTVTWNSGSL SSGVHTFPAV LQSDLYTLSS SVTVPSSTWP
SETVTCNVAH PASSTKVDKK IVPRDCGCKP CICTVPEVSS VFIFPPKPKD
VLTITLTPKV TCVVVDISKD DPEVQFSWFV DDVEVHTAQT QPREEQFNST
FRSVSELPIM HQDWLNGKEF KCRVNSAAFP APIEKTISKT KGRPKAPQVY
TIPPPKEQMA KDKVSLTCMI TDFFPEDITV EWQWNGQPAE NYKNTQPIMD
TDGSYFVYSK LNVQKSNWEA GNTFTCSVLH EGLHNHHTEK SLSHSPGK

IgG1 de extension completa de ratén — cadena ligera variante 2 (SEQ ID
NO: 29)
DIVMTQTPDS LAVSLGERAT INCKSSQSVL YSSNNKNYLA WYQQKPGQPP
KLLIYWASTR ESGVPDRFSG SGSGTDFTLT INSLQAEDVA VYFCQQYYDT
PTFGQGTRLE IKRTDAAPTV SIFPPSSEQL TSGGASVVCF LNNFYPKDIN
VKWKIDGSER QNGVLNSWTD QDSKDSTYSM SSTLTLTKDE YERHNSYTCE

ATHKTSTSPI VKSENRNEC

IgG1 de extension completa humano — cadena pesada variante 1 (SEQ
ID NO: 30)
QVQLVESGAE VKKPGATVKI
VDPEDGETIY AEKFQGRVTI
RGSGSYYPNH FDYWGQGTLV
CLVKDYFPEP VTVSWNSGAL
GTQTYICNVN HKPSNTKVDK

SCKVSGYTFT DYYMHWVQOQA
TADTSTDTAY MELSSLRSED
TVSSASTKGP SVFPLAPSSK
TSGVHTFPAV LQSSGLYSLS
KVEPKSCDKT HTCPPCPAPE

PGKGLEWMGL
TAVYYCATDA
STSGGTAALG
SVVTVPSSSL
LLGGPSVFLF




1

PPKPKDTLMI SRTPEVTCVV VDVSHEDPEV KENWYVDGVE VHNAKTKPRE
EQYNSTYRVV SVLTVLHQDW LNGKEYKCKV SNKALPAPIE KTISKAKGQP
REPQVYTLPP SRDELTKNQV SLTCLVKGEY PSDIAVEWES NGQPENNYKT
TPPVLDSDGS FFLYSKLTVD KSRWQQGNVE SCSVMHEALH NHYTQKSLSL
SPGK

lgG1 de extension completa humano — cadena ligera variante 1 (SEQ ID
NO: 31)
DIVMTQSPDS LAVSLGERAT INCKSSQSVL YSSNNKNYLA WYQQKPGQPP
KLLIYWASTR ESGVPDRFSG SGSGTDFTLT INSLQAEDVA VYFCQQYYDT
PTFGQGTRLE IKRTVAAPSV FIFPPSDEQL KSGTASVVCL LNNFYPREAK
VQWKVDNALQ SGNSQESVTE QDSKDSTYSL SSTLTLSKAD YEKHKVYACE
VTHQGLSSPV TKSFNRGEC

IgG1 de extension completa humano — cadena pesada variante 2 (SEQ
ID NO: 16)
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QVOLVQSGAE
VDPEDGETIY
RGSGSYYPNH
CLVKDYFPEP

VKKPGATVKI
AEKFQGRVTI
FDYWGQGTLV
VIVSWNSGAL

SCKVSGYTFT
TADTSTDTAY
TVSSASTKGP

DYYMHWVQOQA
MELSSLRSED
SVFPLAPSSK

PGKGLEWMGL
TAVYYCATDA
STSGGTAALG

TSGVHTEFPAV

LOSSGLYSLS

SVVTVPSSSL

GTQTYICNVN

HKPSNTKVDK

KVEPKSCDKT

HTCPPCPAPE

LLGGPSVFLF

PPKPKDTLMI

SRTPEVTCVV

VDVSHEDPEV

KENWYVDGVE

VHNAKTKPRE

EQYNSTYRVV

SVLTVLHQDW

LNGKEYKCKV

SNKALPAPIE

KTISKAKGQP

REPQVYTLPP

SRDELTKNQV

SLTCLVKGEY

PSDIAVEWES

NGOPENNYKT

TPPVLDSDGS

FFLYSKLTVD

KSRWQOGNVE

SCSVMHEALH

NHYTQKSLSL

SPGK

IgG1 de extension completa humano — cadena ligera variante 2 (SEQ ID
NO: 17)
DIVMTQTPDS LAVSLGERAT INCKSSQSVL YSSNNKNYLA WYQQKPGQPP
KLLIYWASTR ESGVPDRFSG SGSGTDFTLT INSLQAEDVA VYFCQQYYDT
PTFGQGTRLE IKRTVAAPSV FIFPPSDEQL KSGTASVVCL LNNFYPREAK
VQWKVDNALQ SGNSQESVTE QDSKDSTYSL SSTLTLSKAD YEKHKVYACE
VTHQGLSSPV TKSFNRGEC

Las CDR de anticuerpos fueron determinadas utilizando el método Kabat
(resaltado en negrita en las secuencias anteriores). Los restos adicionales de
HCDR1 usando la definicion Chothia estan en negrita. Las secuencias de region
constante estan subrayadas.
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La restauracion de la sefalizacion de p-SMAD con anticuerpos anti-
Gremlin 1 se muestra en la Tabla 4 que sigue.

Tabla 4: Restauracion de sefalizacion de p-SMAD
2417 2418 | 2419 | 2481 | 2482 | 2483 | 2484 7326 8427

BMP2 | 109,1% | 58,2% |32,6% |40,4% | 353% | 43,1 % | 104,0% | 107,2% | 51,3 %
50 ng/ml | +- +/- +/- +I- +- +- +- +I- +-
28% |19% |14% [06% |08% [21% |27% |35% |14%

BMP 4 1096 % | 71,3% | 31,7% | 60,1% | 54,4% | 725% | 105,2% | 110,0% | 78,2 %
25 ng/ml | +/- +- +- +- +/- +/- +/- +- +/-
3,0 % 3,1% 1,2% 2,2% 1,3% 2,1% 3,3% 3,8 % 2,5%

BMP 7 1115% | 995% | 53,8 % | 64,4% | 52,3 % | 66,2 % | 105,2% | 108,0% | 72,6 %
200 ng/ml | +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
3,8% 32% 34 % 13% 1,1% 1.2% 43 % 32% 25%

BMP-2/7 1193% | 78,6 % | 50,8 % | 53,7 % | 47,6 % | 56,1 % | 120,4 % | 128,5% | 62,8 %
50 ng/ml | +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
2,6 % 36% [(27% |31% 15% |25% |44% 2,9% 2,5%

BMP4/7 113,7% | 78,0% | 61,4% | 48,3% | 41,7% | 50,8 % | 112,4% | 127,0% | 63,3 %
50 ng/ml | +/- +- +- +- +/- +/- +/- +- +/-
3,1% 4,0 % 4,0 % 2,1% 1,7% 1,7% 2,5% 3,1% 2,1%

Los resultados se muestran como un porcentaje de fosforilacion de SMAD
por BMP solo (BMP control). Los experimentos se llevaron a cabo usando
fibroblastos de pulmén de pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica. rhGremlin-
1 y los anticuerpos anti-Gremlin-1 fueron preincubados durante 45 minutos a
temperatura ambiente. rhGremlin-1 y los anticuerpos anti-Gremlin-1 fueron
entonces agregados con BMP a las células durante 30 minutos.

La Tabla 5 muestra entonces mas resultados en el ensayo de fosforilacion
de SMAD, en donde el desplazamiento de BMP-2 o BMP4/7 de los complejos
Gremlin 1-BMP por anticuerpos anti-Gremlin-1 fue investigado. Los
experimentos fueron nuevamente realizados utilizando fibroblastos pulmonares
de pacientes con fibrosos pulmonar idiopéatica. rhBMP-2 o rhBMP 4/7 fueron
preincubados con rhGremlin-1 durante 1 hora a temperatura ambiente. Los
complejos BMP-2 o BMP4/7-Gremlin-1 fueron incubados con diferentes
concentraciones de anticuerpos anti-Gremlin-1 durante toda la noche a 4 °C. Las
concentraciones de anticuerpos representan la concentracion final en la placa.
Tabla 5: Desplazamiento de BMP-2 o0 BMP4/7 de los complejos Gremlin 1-BMP
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or anticuerpos anti-Gremlin-1

81,3 40,6 20,3 10,2 5,1 2,55 1,27 0,63

pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml png/ml pg/ml

2484 BMP 2 100,3% | 98,8 % 97,0 % 93,5 % 86,4 % 79,9 % 66,5 % 54,8 %
50ng/ml | +/-35% | +/-27% | +/-29% | +/-26% | +/-20% | +/-19% | +/-2,8% | +/-0,3%

2484 BMP4/7 136,4% | 1332% | 121,4% | 108,1% | 86,6 % 74,7 % 65,8 % 60,7 %
50ng/ml | +/-42% | +/-1,0% | +/-1,4% | +/-49% | +/-44% | +/-22% | +/-0,6 % | +/-1,5%

7326 BMP 2| 103,7% | 101,5% | 994% 103,8% | 100,3% | 103,2% | 102,8% | 97,0%
50ng/ml | +/-11% | +/-24% | +/-38% | +/-24% | +/-22% | +/-43% | +[-28% | +/-29%

0, 0, 0 125’6 % 0 0 0, 0,
7326 BMP4/7 133,7% | 132,3% | 130,3% - 1214% | 1209% | 111,1% | 102,0%
50 ng/ml | +/-08% | +/-1,8% | +/-42% 100 % +-42% | +/-33% | +/1-23% | +/-45%

0%

Los resultados que se muestran en la Tabla 5 demuestran que Ab7326
puede desplazar BMP-2 o0 BMP4/7 ya en complejo de complejos Gremlin 1-BMP.
Ab7326 puede lograr este desplazamiento a concentraciones mucho menores
qgue el anticuerpo comparativo 2484. Esto da testimonio de que Ab7326 es un
inhibidor alostérico, consistente con nuestros descubrimientos de que el sitio de
unién para Ab7326 es distal de las regiones de union a BMP conocidas en
Gremlin-1. De este modo, Ab7326 es capaz de acceder al sitio de unién
alostérica incluso cuando BMP forma un complejo con gremlin-1, resultando en
una inhibiciébn mejorada significativamente de la actividad gremlin.

Eiemplo 6 — Obtencién de la estructura de cristal de Gremlin-1 en complejo
con el Fab 7326

La estructura de cristal de Gremlin-1 humano en complejo con Fab
Ab7326 fue solucionada en una resolucion de 2,1 A. Las secuencias Fab se
ilustran a continuacion.

Cadena pesada: SEQ ID NO: 18
QVQLVESGAEVKKPGATVKISCKVSGYTFTDYYMHWVQQAPGKGLEWMGLVDPEDGET I
YAEKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATDARGSGSYYPNHFDYWGQGT
LVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFE
PAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

Cadena ligera: SEQ ID NO: 19
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNKNYLAWYQQKPGQPPKLLIYWAST
RESGVPDRFSGSGSGTDFTLTINSLQAEDVAVYFCQQYYDTPTFGQGTRLEIKRTVAAP
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SVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Se usé entonces el software CCP4 NCONT para identificar todos los
contactos a 4 A entre Gremlin-1 y el Fab. Se identificaron los siguientes restos:
lle131, Lys147, Lys148, Phel49, Thrl50, Thrl51, Argl69, Lys174 y GIn175
(numeracion basada en la Secuencia UniProt de SEQ ID NO: 1 (enumerada
como 1le110, Lys126, Lys127, Phel28, Thr129, Thr130, Argl148, Lys153 y
GIn154 en el archivo de estructura que se empareja con la numeracion del
Gremlin-2 de raton).

La Figura 4 muestra modelos estructurales del complejo Gremlin-Fab, con
los restos de epitopo Fab ilustrados de manera relativa a las regiones de unién
a BMP.

Ab7326 es un anticuerpo inhibidor que actia de manera alostérica, esto
es, se une fuera de las regiones de unién a BMP.

Ejemplo 7 — Mediciones de afinidad para unién de anticuerpo anti-Gremlin-
1 AB7326 a Gremlin-1
Método

La afinidad de mlgG anti-Gremlin para Gremlin 1 humano fue determinada
por analisis de interaccion biomolecular utilizando tecnologia de resonancia
plasmonica de superficie (SPR) en un sistema de Biacore T200, GE Healthcare
Bio-Sciences AB. migG anti-Gremlin fue capturado por una superficie anti- Fc de
raton inmovilizada y Gremlin 1 fue titulado sobre el migG capturado. El ligando
de captura (fragmento AffiniPure F(ab’)2 de IgG de cabra anti-ratén, fragmento
especifico Fc, 115-006-071, Jackson ImmunoResearch Inc.) fue inmovilizado a
50 pug/ml en NaAc 10 mM, pH 5,0 en celda de flujo 2 de un Chip Sensor CM4 a
través de quimica de acoplamiento de amina, utilizando inyecciones de
activacion y desactivacion de 600 s, a un nivel de ~1600 unidades de respuesta
(UR). HBS-EP+ tampén (HEPES 0,01 M pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM,
tensioactivo P20 0,05 %) se utiliz6 como tampon de ejecucion con una velocidad
de flujo de 10 ul/min. Se prepar6 una superficie de referencia en celda de flujo 1
por activacion y desactivacion de la superficie en cuanto a la celda de flujo 2 pero
omitiendo el ligando de captura.

El tampon de ensayo era HBS-EP+ mas un extra NaCl 150 mM para dar
una concentracion de NacCl final de 300 mM mas CMD40 1 %. Una inyeccion de
mIgG anti-Gremlin de 60 s (a 5 ug/ml en tampdn de ejecucion) se paso sobre las
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celdas de flujo 1 y 2 para dar un nivel de captura de aproximadamente 100 UR
en la superficie Fc, anti- IgG de ratén inmovilizada. EI Gremlin 1 humano
recombinante fue titulado en tampon de ejecucion de 5 nM (utilizando diluciones
dobles) e inyectado sobre las celdas de flujo 1 y 2 a una velocidad de flujo de
30 pl/min durante 3 minutos seguido de una fase de disociacion de 5 min.
También se incluy6 un tampon solo para control. La superficie fue regenerada a
una velocidad de flujo de 10 pl/min por inyeccion de 60 s de HCI 50 mM, una
inyeccién de 30 s de NaOH 5 mM y una inyeccion de 30 s de HCI 50 mM.

Los datos cinéticos fueron determinados utilizando un software de
evaluacion Biacore T200. Las mediciones de afinidad se llevaron a cabo a 25 °C.
Resultados

Se encontr6 que la afinidad de union, tomada como el valor promedio Ko
para 5 determinaciones, era por debajo de 100 pM.

Ejemplo 8 — Cultivo de organoide de raton inhibido por anticuerpo anti-
Grem 1
Materiales y Métodos

Procedimientos en ratén. Todos los procedimientos fueron llevados a
cabo de conformidad con las regulaciones del Ministerio del Interior del Reino
Unido y la Animals (Specific Procedures) Act 1986 (Ley de Procedimientos
Especificos en Animales 1986). Todos los ratones fueron alojados en la unidad
animal en Functional Genomics Facility, Wellcome Trust Centre for Human
Genetics, Universidad de Oxford. Todas las cepas utilizadas en este estudio
fueron mantenidas en fondo de C57B1/6J durante = 6 generaciones. Los
protocolos de genotipado para los ratones ApcMin (1) y Vill-Grem1 (2), Apc? (3)
y VillinCreERT2 (4) han sido previamente indicados. Para generar los datos
Kaplan-Meier, los ratones fueron sacrificados cuando alcanzaron parametros
incruentos (exhibieron anemia, encorvadura e inactividad). El anticuerpo anti-
Greml (IgG1l de raton UCB Ab7326, como también se usO en todos los
experimentos con ratones posteriores) o anticuerpo Ab101.4 de control IgG1 de
ratbn (UCB) fueron administrados a una dosis de 10 mg/kg o 30 mg/kg de
inyecciones subcutaneas semanal o quincenalmente. Para cohortes de

tratamiento a largo plazo, se entreg6 una dosis de 30 mg/kg semanalmente en
ratones Vill-Grem1 y ApcMn desde las 6 semanas de edad y el tratamiento de
cohorte Vil-Grem1/ ApcMn comenz6 a las 3 semanas de edad, dos veces por
semana durante 6 semanas, y luego una vez por semana.
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Histologia y preparacion de tejido. Los ratones fueron sacrificados en
intervalos de tiempo predeterminados o cuando mostraron sintomas de polipos
intestinales (anemia, encorvadura) por luxacion cervical. El tracto intestinal fue
extraido de manera inmediata y dividido en intestino delgado (proximal/SB1,
medio/SB2 y distal/SB3) e intestino grueso. Los intestinos fueron abiertos de
manera longitudinal, utilizando un aparato de preparacion del intestino (5),
lavados en PBS, fijados durante toda la noche en 10 % de formol neutro (NBF).
Para visualizar los pélipos, las preparaciones de intestinos fueron tefiidas con
0,2 % de azul de metileno durante 10 s y visualizadas con la ayuda de una caja
de luz. Las muestras de tejido fijado en formol 10 % fueron embebidos en
parafina y luego seccionados a 4 um. Las muestras fijadas fueron embebidas y
tefiidas con H&E siguiendo los protocolos convencionales.

Inmunohistoquimica. Las secciones de tejido embebidas en parafina y
fijadas en formol (4 um) fueron desparafinadas en xileno y rehidratadas a traves
de alcoholes graduados a agua. La peroxidasa enddgena fue bloqueada
utilizando H202 1,6 % durante 20 min. Para la recuperacion del antigeno, las
secciones fueron cocidas a presién en 10 mmol/l de tampén de citrato (pH 6,0)
durante 5 min. Las secciones fueron bloqueadas con 10 % de suero durante 30
min. Los portaobjetos fueron incubados con anticuerpo primario durante 2 h. Los
siguientes anticuerpos han sido utilizados en este estudio; citoqueratina 20
(Abcam, ab118574, 1:200), EphB2 (R and D, AF467, 1:125), Ki67 (CST, 122025,
1:500), lisozima (DAKO, EC 3.2.1.17, 1:500) y Sox9 (Millipore, ab5535, 1:1000).
Se aplicaron los anticuerpos secundarios apropiados durante 1 h a temperatura
ambiente. Las secciones fueron entonces incubadas en ABC (Vector labs)
durante 30 min. La solucién DAB fue aplicada durante 2-5 min y el desarrollo de
la reaccion de color fue supervisada microscépicamente. Los portaobjetos fueron
contratefiidos con hematoxilina, deshidratados, limpiados y después montados.

Hibridacion in situ (ISH). Se prepararon secciones de 4 um utilizando
H20 tratado con DEPC (Sigma). La hibridacién in situ se llevé a cabo utilizando
sonda Greml (314741) (Advanced Cell Diagnostics) y el kit de deteccion HD
RNAscope 2.5 (Advanced Cell Diagnostics) siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Cultivo de criptas intestinales de raton. Las criptas intestinales de raton
fueron aisladas y cultivadas como se describe en Sato et al (6). En resumen, las
criptas fueron aisladas, resuspendidas en Matrigel (BD Biosciences) y colocadas
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en placas de cultivo en placas de 24 pocillos. El medio basal para cultivo (medio
Eagle modificado por Dulbecco avanzado/F12 complementado con
penicilina/estreptomicina, HEPES 10 mmol/l, Glutamax, 1x N2, 1x B27 (todos de
Invitrogen) y N-acetilcisteina 1 mmol/l (Sigma)) se superpuso comprendiendo los
siguientes factores de crecimiento; Factor de Crecimiento Epidérmico a 50 ng/ml
(Life Technologies), Gremlinl a 100 ng/ml (R and D), R-spondinl a 500 ng/ml (R
and D) [medio EGR]. El anticuerpo anti-Greml (UCB) fue usado en una
concentracion de 1 mg/ml. El medio fue cambiado cada dos dias.

Transferencia de Western: El aislamiento de células epiteliales del colon
se llevo a cabo por incubacién de una pieza de tejido de 2 cm de largo con EDTA
30 nM durante 2 h con agitacion a 4 °C. Las células epiteliales granuladas fueron
lisadas con tampdn de lisis RIPA con el agregado de inhibidores de proteasa
(Complete Mini, Roche) e inhibidores de fosfatasa (PhosSTOP, Roche). Todos
los lisados fueron cuantificados usando el ensayo BCA (Thermo Scientific), se
diluyeron 35mg en una cantidad apropiada de 4x de carga de colorante
(Invitrogen) y se desnaturalizaron a 95 °C durante 5 minutos. Se llevo a cabo
transferencia de Western con el sistema NUPAGE Gel, (Invitrogen) de acuerdo
con el protocolo del fabricante. En resumen, los lisados desnaturalizados fueron
cargados en un gel 4-12 % y ejecutados a 100 V durante al menos 2 horas. Los
geles fueron transferidos a membrana PVDF (Immobilon P. Millipore) en un
depdsito semiseco (120 mA durante al menos 2 horas) y bloqueados por
incubacion durante 1 hora a temperatura ambiente en TBS que contiene 10 %
de leche (Marvel). Las membranas fueron entonces incubadas durante toda la
noche en el anticuerpo primario apropiado en TBS con 5 % de leche, pSmad1/5/8
(Cell Signalling, 9516S, 1:500), Actina (Santa Cruz, sc-47778, 1:2500). Después
del lavado, las membranas fueron incubadas con anticuerpos secundarios de
conjugados con HRP durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de
posteriores lavados, las membranas de transferencia fueron incubadas en
reactivos ECL (GE healtcare) y se detectd quimioluminiscencia por peliculas de
quimioluminiscencia (GE Healtcare).

Descripcion de los Resultados (ver también la Figura 5)

Un cultivo de organoide de raton fue utilizado para evaluar las
consecuencias de un anticuerpo anti-GREML1. El cultivo de organoide epitelial
intestinal exitoso depende de los medios de suplementacion de antagonistas de
BMP exdgenos. Pueden utilizarse Gremlinl y nogina recombinante de forma
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intercambiable para estos fines, y el cultivo de criptas intestinales en la ausencia
de una de estas proteinas no procede pasado el dia 4 del cultivo.

Aproximadamente el 60 % de las criptas formaron organoides en medios
completamente suplementados con factor de crecimiento epidérmico
recombinante (E), Greml (G) y R-Spondinl, (R) (medio EGR). La tasa de éxito
del cultivo baj6 a menos del 2% a 7 dias en medio que carece de Greml
recombinante (medio ER).

El agregado de 1 mg/ml de anticuerpo anti-Greml a un medio
completamente suplementado de otra manera (EGR+anticuerpo) evito el cultivo
de organoide intestinal exitoso, compatible con una derogacién de los efectos
antagonicos de BMP del Grem1 en medio completamente suplementado. Estos
resultados fueron indistinguibles del medio sin Grem1 (ER).

Ejemplo 9 — EIl tratamiento con anticuerpo anti-Greml parcialmente

restablece la sefializacion intestinal pSMAD1.5 en animales Vill-Grem1

tratados (ver también la Figura 6)

La actividad epitelial de BMP puede ser medida por fosforilacion de los
transductores de sefalizacion intracelular SMAD 1.5.8.

En animales Vill-Greml, la expresion epitelial anormal de Greml
comienza la poliposis a través de la promocion de un fenotipo de células
madre/progenitoras anormal en células situadas fuera de la base de cripta
colénica. Los ratones Vill-Greml desarrollan una poliposis pan intestinal
profunda desde aproximadamente las 8 semanas de edad, caracterizada por la
formacidn de cripta ectopica vellosa, proliferacion celular anormal e iniciacién de
displasia vellosa.

La expresion de Grem1 epitelial anormal en ratones Vill-Grem1 reprime
la actividad de la via BMP intestinal fisiolégica con reduccion en los niveles de
proteina pSMADL1.5 detectada, detectada por transferencia de Western.

La administracion de anticuerpo anti-Grem1 subcutanea semanal a una

dosis de 30 mg/kg pero no a una dosis inferior de 10 mg/kg, fue capaz de
restablecer la sefializacion pPSMADL1.5 epitelial intestinal en el epitelio intestinal
Vil1-Greml. Lo que indica el antagonismo funcional de Grem1.
Ejemplo 10. El tratamiento con anticuerpo Anti-Grem1 detiene el fenotipo
de poliposis pan-intestinal Vil1-Grem1 y restablece |la determinacion del
destino celular normal (ver Figuras 7 y 30)

La administracion subcutanea, dos veces por semana, del anticuerpo anti-
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Grem1 (30 mg/kg) durante un periodo de 6 semanas a los ratones Vill-Grem1
también resultdé en una anulacion dependiente de la dosis y altamente
significativa de este fenotipo de poliposis pan-intestinal, junto a una casi
normalizacion terapéutica de la arquitectura cripto-vellosa intestinal anormal que
caracteriza este modelo de animal.

La tincion inmunohistoquimica de los animales tratados evidencid la
revocacion de la formacion de cripta ectépica vellosa y trastorné la determinacién
del destino celular que caracteriza el tejido no tratado. (Figuras 7 y 30)

Ejemplo 11 — El tratamiento prolongado con un anticuerpo anti-Greml1 en
modelos de animales con poliposis iniciada por Greml es sequro Vy
prolonga de manera significativa la longevidad del animal (ver Figuras 8 y

31)

Los animales se trataron dos veces a la semana (Vil1l-Grem1; APcMn) o
semanalmente (Vil1-Grem1) con anticuerpo subcutaneo anti-Grem1 a una dosis
de 30 mg/kg, iniciada a 3 (Vill-Grem1; ApcMn) o 6 semanas de edad (Vill-
Greml).

La dosificacion prolongada de anticuerpo anti-Greml en modelos de
tumorigénesis iniciada por Greml ralentizé la formacién de polipos, reduce la
carga tumoral y prolonga de manera significativa la longevidad animal en
animales Vil1-Greml. Este efecto de detencion tumoral fue consistente a lo largo
de las sesiones iniciadas por expresion de Grem1 epitelial anormal, incluso en la
cepa Vill-Grem1; ApcMin agresivo, en donde el tratamiento con anticuerpo mas
que duplica la longevidad del animal (VG-min longevidad promedio 46 dias
contra VG-min tratada longevidad promedio 108 dias, p = 2,21 x10-6).

No se han observado efectos adversos consistentes hasta la fecha en
animales tratados durante mas de 400 dias.

Ejemplo 12 - Requlacion a la baja farmacoldgica de Greml atenua la
tumorigénesis impulsada por Apc mutante en ratones ApcMn" (ver Figuras
9y 32)

El efecto del antagonismo de GREM1 también fue investigado en un
modelo de raton de cancer esporadico, provocado por inactivacion epitelial de
Apc. Intercomunicacion de sefializacion epitelial-mesenquimal significa que las
células estromales reaccionan a la inactivacion epitelial aguda de Apc, con rapida
regulacion al alza de Grem1 de la capa muscular de la mucosa intestinal y propia
que ocurre solo 5 dias después de la inactivacion de células epiteliales de Apc
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en ratones Villin-CreERT2;Apcfl/fl (figura 9A).

El tratamiento a largo plazo con anticuerpo anti-Greml iniciado a las 6
semanas de edad tiene un efecto consistente en el desarrollo de pdlipo de ratdén
ApcMin permitiendo supervivencia prolongada de animales a través de la carga
tumoral reducida. Este trabajo indica que la regulacion al alza de Grem1 puede
exacerbar la tumorigénesis impulsada por Apc mutante y que la terapia anti-
Greml1 puede ser Util para el tratamiento de tumorigénesis no iniciada por Grem1.
Ejemplo 13 — Grem1 estd sobreexpresado en el microentorno de médula
O0sea de mielomay puede ser dirigido a reducir el crecimiento del mieloma.

Este estudio demuestra por primera vez que el Greml participa en la
progresion de la enfermedad de mieloma multiple (MM). El analisis de las células
estromales derivadas de biopsia por trépano de médula 6sea (MO) del paciente
demuestra un incremento significativo en la expresion de Greml del
microentorno de MO durante MM. Asimismo, los datos presentados en la
presente muestran que los niveles incrementados de Greml estimulan la
proliferacion de CP de MM, y que Greml puede ser dirigido para reducir de
manera significativa la carga tumoral MM en un modelo de raton preclinico de
MM. Esto representa la primera evidencia de que Greml participa en la
progresion de la enfermedad MM, y como tal representa una diana terapéutica
para el tratamiento de MM.

Métodos

Cultivo de Lineas Celulares de Mieloma: A menos que se establezca lo
contrario, todos los medios de cultivo de tejidos contienen 10 % (v/v) de FCS'y
aditivos (L-glutamina 2 mM, piruvato sédico 1 mM, HEPES 15 mM, penicilina 50
U/ml y estreptomicina 50 pug/ml; todos de Sigma-Aldrich, Sidney, Australia). Las
células 5TGM1 MM fueron mantenidas en medio de Eagle modificado por Iscove
suplementado con 20 % (v/v) de FCS y aditivos. Hemos modificado previamente
las células 5TGM1 (Dallas et al., 1999) con un constructo retroviral trimodal NES-
TGL (Diamond et al., 2009; Ponomarev et al (2004) codificando timidina-cinasa,
proteina verde fluorescente (GFP) y luciferina de luciérnaga (Noll et al., 2014), y
se establecié una nueva sublinea clonal que exhibe tropismo 0seo consistente
(Noll et al., 2014; (Noll et al., 2015). Las células estromales de médula 6sea OP9
se mantuvieron en medio de Eagle modificado por Dulbecco con 10 % (v/v) de
FCS y aditivos. Los co-cultivos de células 5TGML1 y células OP9 se mantuvieron
en medio de Eagle modificado por Iscove suplementado con 20 % (v/v) de FCS
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y aditivos. Las lineas celulares humanas MM RPMI-8226, U266, KMS-11y H929
fueron todas cultivadas en medio RPMO-1640 (Cheong et al., 2015). Todas las
lineas celulares se mantuvieron en un ambiente humidificado a 37 °C con 5 %
de di6xido de carbono.

Aislacion de ARN de estroma de MO murino: Los ratones
C57BL6/KaLwRij.Hsd fueron inyectados con 5x10° CP MM 5TGM1.Bmx1, y el
crecimiento tumoral fue establecido durante 4 semanas (como se describié con
anterioridad), (Noll et al., 2014; Hewett et al., 2017). En resumen, las células
5TGM1 fueron resuspendidas a 5 x 10% células por ml en solucién salina
tamponada con fosfato (PBS), y luego 5 x 10° células fueron inyectadas en la
vena caudal de ratones C57BL/KaLwRij de 6 a 8 semanas de edad. El
crecimiento de tumores fue supervisado por diagnostico por imagenes por
bioluminiscencia (BLI) del animal completo utilizando un sistema de diagnostico
por imagenes Xenogen IVIS 100 (Caliper Life Sciences, Hopkinton, EE.UU.))
después de inyeccion intraperitoneal (i.p.) de 150 mg/kg de D-Luciferina
(Biosynth, Raad, Suiza). La carga tumoral fue cuantificada utilizando software
Living Image. Los ratones con controles de carga tumoral y no tumorales del
mismo grupo de edad fueron sacrificados de forma incruenta conforme a la ética
SAHMRI SAM165. Los fémures y las tibias de cada raton fueron aislados y
purgados de médula con PBS, 2 % de FCS, y EDTA 2 mM (PFE). Los huesos
fueron triturados y asimilados en 3 ml de colagenasa | 3 mg/ml durante 2 horas
a 37 °C en una incubadora de agitacion. La suspensiéon de diluyé a 10 ml con
PFE. Se centrifugd a 1400 g durante 5 min para recolectar células. Se lavé con
1XPFE y se repiti6 el centrifugado. El sedimento celular y las astillas de hueso
fueron resuspendidas en 1ml de TRIzol (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Massachusetts, EE.UU.) — mezcladas con un agitador vorticial e incubadas en
hielo durante 15 minutos. El TRIzol fue recolectado y procesado para extraccion
de ARN por precipitacion de cloroformo/isopropanol (como se describio con
anterioridad).

Evaluacion de expresion de Grem1 en estroma humano y murino: Se
recolectaron las trépanos de la cresta iliaca, con consentimiento informado, de
pacientes seleccionados al azar con MM sintomatico que se presentaron en el
Royal Adelaide Hospital (Adelaida, Australia), y de controles de la misma edad
hematolégicamente normales. Todos los pacientes MM fueron diagnosticados
recientemente y no han tenido terapia previamente. La aprobacion ética para
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este estudio se obtuvo del comité de revision de ética institucional del Royal
Adelaide Hospital (nimero de aprobacion ética #030206). Las células estromales
adherentes fueron expandidas ex vivo de cada trépano y criopreservadas
después de un pasaje adicional. Las muestras estromales fueron recuperadas
del almacenamiento en nitrégeno liquido y cultivadas durante 24 horas antes de
la recoleccion en TRIzol para extraccion de ARN descendente como se describio
con anterioridad. EI ARN se someti6é a un tratamiento con DNasa con DNasa
RQ1 (Promega, Wisconsin, EE.UU.) antes del ADNc fabricado utilizando
SuperScriptlll (Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts, EE.UU.). Se llevo
a cabo un analisis de PCR Cuantitativo de la expresién de Grem1 en muestras
tanto humanas como murinas utilizando mezcla maestra RT2 SYBR-verde
(Qiagen Hilden, Alemania) en un BioRad CFX Connect con normalizaciéon a B-
actina como el control enddgeno usando el método de curva patron. Se utilizaron
los siguientes cebadores: Grem1 de ratdn; 5-GCGCAAGTATCTGAAGCGAG-3’
anterégrado (SEQ ID NO: 38); 5-CGGTTGATGATAGTGCGGCT-3 inverso
(SEQ ID NO: 39), Greml humano: 5- AGGCCCAGCACAATGACTCAG-3
anterégrado (SEQ ID NO: 40); 5- GTCTCGCTTCAGGTATTTGCG-3’ inverso
(SEQ ID NO: 41), B-actina: 5- GATCATTGCTCCTCCTGAGC-3’ anterdgrado
(SEQ ID NO: 42); 5-GTCATAGTCCGCCTAGAAGCAT-3’ inverso (SEQ ID NO:
43).

Generacion de una linea celular con sobreexpresion de Greml
estromal murina: El ADNc murino para Grem1 fue aislado de un vector pCMV6-
KR amablemente proporcionado por el Gastrointestinal Cancer Biology Group,
SAHMRI. La secuencia Grem1 murina fue extirpada por digestiébn con enzimas
de restriccion EcoR1 y Notl y clonada al vector pLeGoiT2. Seguido a la infeccién
lentiviral de las células OP9-GFP+, las células positivas para GFP y TdTomato
fueron clasificadas por FACS. La expresion de transgén fue confirmada por PCR
cuantitativa y transferencia de Western.

Co-cultivo de estroma de MO y CP MM: Las células estromales OP9
fueron plantadas en tanto en una cubeta TC de 6 cm como en una placa de 24
pocillos en (densidad celular), respectivamente y se les permitidé adherirse
durante 5 horas. Se suspendieron CP MM 5TGM1 a 1x10° células/ml y se
agregaron a los cultivos celulares estromales. Las células estromales fueron
recolectadas 24, 48 y 72 horas posteriores a la iniciacion del co-cultivo. Para co-
cultivos con contacto, las células GFP+OP9 fueron aisladas por FACS de las CP
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MM GFP negativas 5TGM1 parentales para obtener una poblacion estromal pura
para analisis. Para co-cultivo sin contacto, se separaron CP 5TGM1.Bmxl de las
células OP9 utilizando un Transwell de 4 um durante la duracién del co-cultivo.
Las lineas celulares MM humanas RPMI-8226, U266, KMS-11 y H929 fueron
cada una cultivada con 3 muestras estromales de la MO humanas aisladas de
individuos hematopoyéticamente sanos durante 72 horas. Las lineas celulares
MM humanas fueron lavadas a fondo del estroma adherente dos veces con
1xPBS. Las células estromales fueron lisadas en TRIzol y procesadas con
aislacion de cloroformol/isopropanol. EI ARN se sometié a un tratamiento con
DNasa con DNasa RQ1 anterior al ADNc fabricado utilizando SuperScriptlll
(Invitrogen). La expresion de Grem1 fue evaluada por PCR cuantitativa utilizando
las secuencias de cebadores indicadas con anterioridad.

Ensayo de Proliferacion de Luciferasa: Las células estromales con
sobreexpresion de Grem1 y OP9 solo de vector fueron sembradas en una placa
de 24 pocillos a 5x10"4 células por pocillo y se les permiti6 adherirse durante
toda la noche. El dia siguiente se sembraron CP MM 5TGM1.Bmx| en ambas
poblaciones de células estromales y se cultivaron durante 72 horas. Siguiendo a
la incubacién, los contenidos enteros de cada pocillo fueron transferidos al tubo
de microcentrifuga correspondiente por pipeteo enérgico. Las células fueron
recolectadas por rotacion a 2000 g durante 5 minutos a 4 °C. Las células fueron
lavadas una vez con PBS. El sedimento celular para cada pocillo fue lisado en
1x tampon de lisis celular (nombre del proveedor). Se transfirieron 20 pl de lisado
celular a una placa de 96 pocillos. Inmediatamente antes de la lectura de la placa,
se agregaron 100 pl de tampdn de reaccion luciferasa (MgCIl2 5 mM, HEPES
30 mM, ATP 150 uM, 250 uM de Coenzima A y D-luciferina 150 pg/ml) al lisado
celular. La bioluminiscencia se midié usando un lector de microplacas Wallac
1420 Victor (Perkin Elmer, Massachusetts, EE.UU.), con la intensidad de luz
utilizada como una correlacion directa del nimero de CP MM.
Direccionamiento a Grem1 en un modelo murino inmunocompetente de MM
sistémico:

Los ratones C57BL/KaLwRij (6 a 8 semanas de edad) fueron inoculados
con 5x10° células 5TGM1.Bmx1 a través de inyeccién en la vena caudal. Tres
dias posteriores a la inoculacion con CP MM 5TGM1.Bmx1, se administré a los
ratones KaLwRij 30 mg/kg de anticuerpo Ab7326 neutralizante de Greml o
control 1IgG Ab1014.4 (UCB-Pharama, Reino Unido) por inyeccion subcutanea
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(s.c.). Los ratones fueron tratados cada 3 dias durante la duraciéon del modelo de
4 semanas. La carga tumoral fue supervisada semanalmente por BLI como se
describioé con anterioridad. Al final del experimento, la sangre fue recolectada a
través de sangrado de cola, centrifugado a 2100 g durante 10 min y el suero fue
recolectado. Los niveles de paraproteina de suero fueron analizados utilizando
el kit Hydragel 30 B1B2 (Sebia Electrophoresis, Georgia, EE.UU.), seguido a las
instrucciones del fabricante. La banda correspondiente a la paraproteina fue
cuantificada en referencia a los niveles de albumina sérica (ética animal SAHMRI
SAM165)

Estadisticas: Los datos numéricos se presentan como promedio * error
tipico de la media (E.T.M.). Los datos que representan dos condiciones de
examen fueron analizados por prueba de T de Student. Los datos con mas de
dos condiciones de examen fueron analizados por un analisis unidireccional de
varianza (ANOVA) seguido por una comparacion multiple post hoc de Tukey para
determinar la significacion estadistica de las diferencias. Todos los analisis
estadisticos se llevaron a cabo usando GraphPad Prism 7 (GraphPad Software,
Inc, San Diego, CA). Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado.
Descripcion de los Resultados
La expresion de Grem1 estd regulada al alza en estroma de médula 6sea de
MM

La expresion de Grem1l fue analizada en muestras de ARNm obtenidas
de estroma de MO derivado de pacientes sanos y con MM. El estroma de MO de
paciente con MM (n=15) tiene una expresion de Greml significativamente mas
alta en comparacion con el estroma de MO de donantes de la misma edad
hematopoyéticamente normales (n=17) (p<0,001) (Fig 10). La expresion de
Greml también fue investigada en el modelo de mieloma de ratdn
5TGM1/KaLwRij.Hsd. ElI hueso compacto fue aislado de ratones
C57BL/KaLwRij.Hsd sanos y portadores de tumores MM y se analizaron por
diferencias en la expresion de Greml. El estroma de MO de ratones portadores
de tumores no demostro un incremento significativo en la expresion de Greml
comparado con los controles sanos, sin embargo se observo una tendencia hacia
la expresion de Grem1 aumentada (Fig 11A). De manera importante, los ratones
con las mayores cargas tumorales, como se determind por diagnéstico por
imagenes bioluminiscentes, exhibieron la mayor expresion de Grem1 (Fig 11B).
Este resultado demuestra que el aumento en Grem1 en respuesta al crecimiento
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tumoral MM apoya el descubrimiento en el ambito humano.
Las células MM promueven la expresion de Grem1 aumentada en estroma
de MO

Los experimentos de co-cultivo utilizan la linea celular murina MM
5TGM1.Bmx1 con la linea celular estromal derivada de MO, OP9 se llevo a cabo
para determinar el efecto de CP MM en la expresion de Greml dentro del
microentorno de MO. Después de 72 horas de co-cultivo, la expresion de Grem1
fue significativamente mayor en las células estromales de MO cultivadas en la
presencia de la CP MM que aquellas que no tuvieron contacto con la linea CP
MM (p<0,05) (Fig 12a). Los intervalos de tiempo anteriores a 24 y 48 horas de
co-cultivo no demuestran un cambio significativo en la expresion de Greml
estromal (Fig 12a). El co-cultivo se llevd a cabo en condiciones tanto de
Transwell como de contacto celular, sin embargo solo los co-cultivos de contacto
celular expusieron cambios en la expresion de Grem1 estromal (Fig 12b). Las
células estromales de médula 6sea humanas primarias derivadas de individuos
hematopoyéticamente normales, fueron también cultivadas con las lineas
celulares MM humanas KMS-11, RPMI.8226, H929 y U266. Las lineas celulares
KMS-11 y U266 demostraron una capacidad para inducir un aumento en la
expresion de Greml de estroma de MO después de 72 horas de co-cultivo,
mientras que los co-cultivos con lineas celulares RPMI.8226 y H929 no
resultaron en cambios en la expresion de Greml en el estroma (Fig. 13).
La expresion de Grem1 incrementada promueve la proliferacion de CP MM

Para adicionalmente investigar la importancia de Greml en la
configuracion de MM, las células estromales que sobreexpresan Grem1 fueron
generadas y se usan en co-cultivos con CP MM 5TGM1. La CP MM demostraron
un incremento significativo en la proliferaciéon cuando son co-cultivados con las
células estromales con sobreexpresion de Gremlinl, tanto en disposiciones de
transwell como en cultivos con contacto celular (Fig. 14) (p<0,01 y p<0,001,
respectivamente). Las CP MM co-cultivadas con el estroma de MO con
sobreexpresion de Greml, posteriormente exhibieron una reduccion en la
activacion de la via de sefializacion de BMP, como se demuestra por una
reduccion en la fosforilacion de Smads-1/5/9 (Fig 16).

La via BMP es conocida por inhibir la proliferacion de CP MM vy
promocionar la apoptosis y representa un mecanismo potencial para la reduccion
en la proliferacion de CP MM observada (Hjertner et al., 2001; Holien et al 2012).
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El direccionamiento a Grem1 reduce la carga tumoral MM in vivo

Para examinar la importancia de Gremlinl en el establecimiento y
crecimiento in vivo de tumores MM, utilizamos el modelo MM de ratén
5TGM1/KaLwRij. Después del comienzo de la enfermedad, los ratones fueron
asignados aleatoriamente (n=13/grupo de tratamiento) para recibir tratamiento
con anticuerpo neutralizante de Gremlinl (Ab7326, UCB-CellTech, Reino Unido)
o control 1gG, y la carga de la enfermedad fue supervisada semanalmente
durante cuatro semanas a través de diagndstico por imagenes por
bioluminiscencia. Estos estudios demostraron que el tratamiento con una terapia
anti-Gremlinl redujo significativamente la carga tumoral MM in vivo (Fig. 15)
(ANOVA bidireccional, p=0,0056). El anélisis SPEP de la carga de enfermedad
demostro un resultado comparable, con ratones tratados con el anticuerpo anti-
Grem1 que tiene una intensidad de adicion de M significativamente menor en
relacion con la albamina sérica, en comparacién con los ratones de control
tratados.
Andlisis

Los descubrimientos de Greml incrementado en el estroma de MO de
pacientes MM son consistentes con los estudios previos que han informado de
Gremlinl aumentado producido por poblaciones celulares microambientales.
Asimismo, se observd una tendencia hacia la expresién de Grem1 aumentada
en los huesos de ratones con tumores similares a MM. Cuando se llevan a cabo
otros estudios utilizando la linea celular usada para el modelo in vivo, se
demostré que cultivar la linea de CP MM de ratdn directamente sobre una linea
celular estromal derivada de la MO, que hay un aumento posterior en la
expresion de Grem1 del estroma. Este descubrimiento no fue replicado cuando
las CP MM fueron incapaces de tener contacto directo célula a célula con las
células estromales, sin embargo se observé una tendencia hacia la expresion
incrementada. Esto indica que los factores derivados de células MM
responsables de la expresion de Greml incrementada desde el estroma
dependen esencialmente del contacto celular. Esto también se observé en dos
de las cuatro lineas celulares MM cultivadas con estroma humano normal. Las
lineas celulares MM KMS-11 y U266 fueron capaces de inducir un aumento en
la expresion de Greml, pero las lineas celulares RPMI.8226 y H929 no lo fueron.
La capacidad de algunas lineas celulares MM humanas de inducir un cambio en
la expresion de Greml, pero no otras, puede indicar que hay diferencias
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fundamentales en la expresidn de los factores clave responsables de la
regulacion de Grem1l entre estas lineas celulares, con estudios preliminares que
sugieren un rol de interleucina-6 (IL-6) en la regulacion de Grem1 en MM (Fig
17). También se requieren mas estudios para determinar si la capacidad de la
linea celular para inducir la expresién de Grem1 estromal, se corresponde con
su respuesta proliferativa a Grem1.

Para examinar el rol de Grem1 en MM, se generaron células estromales
de MO que sobreexpresan Grem 1 y se co-cultivaron con CP MM para
parcialmente replicar la intercomunicacion entre el microambiente tumoral y las
células tumorales. Las CP MM demostraron un incremento significativo en la
proliferacion en co-cultivo con células estromales con sobreexpresion de Grem1.
Se observo una disminucion en la activacion descendiente de la sefializacion de
BMP, como se indica con la fosforilacion disminuida de Smads 1, 5y 9 en
respuesta al Grem1 incrementado (Fig. 16).

Como Grem1 expone roles mitogénicos claros en MM, hemos investigado
si focalizar terapéuticamente Grem1 representaba una opcién de tratamiento. El
uso del anticuerpo neutralizante de Greml Ab7326 en el modelo de ratdn
5TGM1/KaLwRij de MM demostré casi un 50 % de reduccion en la carga tumoral
MM. Como las CP MM 5TGM1 no expresan Greml, este efecto puede ser
atribuido como Unicamente un resultado de focalizar el microambiente.

En resumen, este estudio muestra que Greml representa una diana
terapéutica en MM.

Ejemplo 14 — Pre-tratamiento de Grem1 en un modelo de ratén de MM
Introduccion

La aplicacion del anticuerpo neutralizante de Grem1 3 dias después de la
inoculacion de los ratones con un tumor de mieloma multiple (MM) resulté en una
reduccion en la carga tumoral de aproximadamente el 50 %. Esto establecié un
claro rol para Grem1 en la progresion de la enfermedad MM, sin embargo queda
determinar si Greml participaba en la iniciacion de la enfermedad MM. Para
abordar esta cuestion, se administré el anticuerpo neutralizante de Greml al
modelo de ratdbn 5TGM1/KaLwRij antes de la inoculacion del tumor.

Métodos

Direccionamiento a Greml antes de la inoculacion de la célula
tumoral en un modelo murino inmunocompetente del MM sistémico: Dos
dosis de 30 mg/kg de anticuerpo neutralizante de Grem1 Ab7326 o control IgG
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Abl101.4 (UCB-Pharma, Reino Unido) fueron administradas a los ratones
C57BL/KaLwRij (6 a 8 semanas de edad) por inyeccion subcutanea (s.c.) tres
dias y un dia antes de la inoculacion tumoral. En el dia 0, los ratones fueron
inoculados con 5x10° células 5TGM1.Bmxl a través de inyeccién en la vena
caudal. Los ratones continuaron recibiendo ya sea 30 mg/kg de anticuerpo
neutralizante de Greml1l Ab7326 o control IgG AB101.4 (UCB-Pharma, Reino
Unido) por inyeccion s.c. cada 3 dias durante la duracion del modelo de 4
semanas. La carga tumoral fue supervisada semanalmente por BLI como se
describio con anterioridad. Al final del experimento, la sangre fue recolectada por
sangrado de cola, centrifugada a 2100 g durante 10 min y se recolecté el suero.
Los niveles de paraproteina del suero fueron analizados usando kit Hydragel 30
B1B2 (Sebia Electrophoresis, Georgia, EE.UU.) de conformidad con las
instrucciones del fabricante. La banda correspondiente a la paraproteina fue
cuantificada en relacion a los niveles de seroalbumina. (ética animal SAHMRI
SAM165)
Resultados/anélisis

Nuestros datos previos demuestran que Greml puede ser diana para
reducir la carga tumoral MM en el modelo de mieloma de raton 5TGM1/KaLwRij.
Esto establece que el Grem1 es un factor microambiental clave que contribuye
a la progresion de la enfermedad y puede ser diana terapéutica. Sin embargo,
aun resulta incierto si Grem1 también participa en la iniciacién de la enfermedad
MM. Para abordar esta pregunta, los ratones han recibido el tratamiento con
anticuerpo neutralizante de Grem1, o control IgG1, antes de la inoculacion de
células tumorales MM. Como se ilustra en la Figura 18, se observé una reduccion
en la carga tumoral de aproximadamente 75 % a las 4 semanas posteriores a la
inoculacion de células tumorales.

Bloquear el Grem1 antes de la administracion de las células tumorales
MM, demostrd una reduccion adicional del 25 % en la carga tumoral general al
final del estudio, cuando se lo comparé con el tratamiento después de la
inoculacion de la célula tumoral. La eficacia incrementada del anticuerpo
neutralizante de Grem1 cuando se administra antes de la iniciacion del modelo
tumoral, sugiere una participacion del Grem1 en la iniciacion de la enfermedad
MM.
Ejemplo 15 - Proliferacion _de células de cancer de mama inducida por
Greml y antagonismo _de los efectos de Greml con un anticuerpo anti-
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Greml.
Materiales y Métodos
Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (RT-PCR)

Se sembraron células de cancer de mama humanas MDA-MB-231-TXSA
y fibroblastos mamarios humanos MF9 en placas de 6 pocillos y se cultivaron en
condiciones ya sea normoéxicas o hipoxicas durante 48 horas. Las condiciones
normoxicas fueron mantenidas a 37 °C con COzal 5 %, Oz al 20 %, mientras que
las condiciones hipoxicas fueron mantenidas en una camara in vitro a 5 % de Oz,
10 % de CO2 (Coy Laboratory Products, Grass Lake, MI, EE.UU.). Se extrajo la
totalidad de ARN usando TRIzol (Life Technlogies, Calsbad, CA, EE.UU.).
Después de eliminar la contaminacién de ADN gendmico con DNasa | (Promega,
Madison, WI, EE.UU.), se utilizé6 Superscript IV (Invitrogen, Carlsbad, CA) para
sintetizar ADNc. 1 pg de cada muestra de ARN fue transcrita de manera inversa
y la expresion del gen Greml fue cuantificada por RT-PCR utilizando mezcla
maestra de SYBR Green Fluor gPCR (Qiagen) en un Biorad CFX Connect. Los
experimentos se llevaron a cabo por triplicado con expresion de gen normalizada
a B-actina, aplicando el método de 2CT, Los datos son presentados como factor
de cambio con relacion al control de normoxia.

Pares de Cebadores:
Greml humano
5-AGGCCCAGCACAATGACTCAG-3 (anterégrado) (SEQ ID NO: 40),
5-GTCTCGCTTCAGGTATTTGCG-3’ (inverso) (SEQ ID NO: 41);
B-actina:
5-GATCATTGCTCCTCCTGAGC-3’ (anterégrado) (SEQ ID NO: 42),
5-GTCATAGTCCGCCTAGAAGCAT-3’ (inverso) (SEQ ID NO: 43).
Ensayos de proliferacion en hipoxia

Se sembraron células MDA-MB-231-TXSA que expresaban luciferasa en
placas de microvaloracién de 96 pocillos (1x10* células/pocillo). Las células
fueron cultivadas ya sea bajo condiciones normoxicas o hipoxicas y se les
permitic adherirse durante toda la noche. Las células fueron entonces
desnutridas de suero durante 6 horas antes del tratamiento con concentraciones
aumentadas de proteina rhGrem1 (0-1000 ng/ml). En los intervalos de tiempo de
24 y 48 horas, la expresion luciferasa fue evaluada y utilizada como medida
indirecta del numero celular. En resumen, las células fueron lavadas en 1xPBS,
y posteriormente lisadas en tampon de lisis de cultivo celular (Promega). Se
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agrego un Reactivo de Ensayo de Luciferasa (MgCl2 5 mM, HEPES 30 mM, ATP
150 uM, Coenzima A 50 mg/ml y D-luciferina 150 pyg/ml (Biosynth AG, Staad,
Suiza)) a los lisados celulares, y se cuantificO de manera inmediata la
luminiscencia utilizando un lector de placa luminémetro (Wallac 3000).
Ensayos de proliferacion de co-cultivos Transwell

Las células de cancer de mama 4T1 murina que expresan luciferasa
(células 1x10%) fueron sembradas en transwells de membrana de policarbonato
de 3 um (Costar, Washington, D.C., EE.UU.) en una placa de 24 pocillos.
Siguiendo al cultivo durante toda la noche, las células 4T1 fueron desnutridas en
un DNEM libre de suero durante 6 horas para sincronizar el crecimiento celular.
Las células OP9 estromales murinas GFP+, previamente transducidas con un
control o construccion pLEGOIT2 que expresa Greml, fueron sembradas en
camaras bajas (2x10* células) en FCS DMEM al 10 %. Las células fueron co-
cultivadas durante 72 horas, antes del analisis de proliferacion celular 4T1 a
través de expresion luciferasa.
Andlisis de transferencia de Western

Las células murina 4T1 BrCa fueron sembradas en placas de 6 pocillos y
cultivadas hasta 80 % de confluencia. Las células fueron desnutridas en un
medio libre de suero durante toda la noche, y luego estimuladas con los
tratamientos indicados durante 2 horas. Los lisados celulares fueron preparados
y cantidades equivalentes de proteina (50 ug) fueron separadas en electroforesis
en gel de poliacrilamida dodecilsulfato soédico 10 % (SDS-PAGE) y transferidas
a membranas de nitrocelulosa. Se llevo a cabo inmunotransferencia con
anticuerpos fosfo-Smad1/5/9 (cell signalling technologies, dilucion 1:1000). Se
confirmaron cargas iguales de muestras de proteina en membranas de
transferencia por adsorcion con anticuerpos contra B-actina (Sigma Aldrich,
dilucion 1:2500) Las proteinas se visualizaron utilizando el sistema de captura
de imagenes infrarrojas Odyssey (LI-COR Bioscience, Lincoln, NE, EE.UU.).
Resultados y analisis

Hemos identificado que Greml induce la proliferacion de células de
cancer de mama humano bajo condiciones hipoxicas. Mientras que el
mecanismo por el cual Grem1l promueve la proliferacion de cancer de mama
permanece desconocido, se ha demostrado que la expresion de BMP es elevada
bajo hipoxia en varios otros tipos de células. Por lo tanto, Grem1 puede inducir
proliferacion bajo hipoxia por inhibicién de los efectos anti-proliferativos de BMP.
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Las células de cancer de mama humano MDA-MB-231-TXSA vy los fibroblastos
mamarios humanos MF9 fueron cultivados ya sea en condiciones norméxicas
(O2 al 20 %) o hipdxicas (02 al 5 %) durante 48 horas. La cuantificacion de ARNm
de Grem1 por RT-PCR revel6 expresion de Grem1 elevada bajo hipoxia tanto en
células MDA-MB-231-TXSA (p=0,0024) como en células MF9 (p=0,034)
comparadas con controles normoxicos (Fig 19).

Cuando es cultivado bajo condiciones hipoxicas, rhGrem1 estimulé un
incremento dependiente de la dosis en la proliferacion de MDA-MB-231-TXSA,
con un maximo de 1,5 veces (p<0,005) y 1.7-veces (p<0,0005) en comparacién
con las condiciones normoxicas, después de 24 horas y 48 horas
respectivamente (Fig. 20).

Para mayor investigacion acerca de si Greml induce la proliferacién de
las células de cancer de mama en el contexto de otros factores estromales, las
células de cancer de mama 4T1 murinas fueron co-cultivadas con las células
OP9 estromales que expresan ya sea Greml o un vector de control. Greml
derivado de células estromales incrementa de manera significativa la
proliferacion de células de cancer de mama por 1,8-veces (p<0,0005) después
de 72 horas de cultivo (Fig. 21). Esto ademas sugiere que Grem1 puede inducir
la proliferacién al antagonizar las BMP derivadas de estromas.

Como Grem1 es un antagonista de BMP-2/4/7 conocido, hemos evaluado
la capacidad del anticuerpo UCB Ab7326 de inhibir la inhibicion de fosforilacién
de SMAD1/5/9 inducida por Greml a través de andlisis de transferencia de
western. Células de cancer de mama 4T1 murinas expuestas a BMP2 10 ng/ml
que llevan a fosforilacibn de Smad1/5/9. La co-incubacion con rhGrem1 100
ng/ml inhibi6 esta fosforilacion de Smad1/5/9 mediada por BMP2. En particular,
en comparacion con las células 4T1 expuestas a rhGrem1 preincubadas con un
control de isotipo, la preincubacion de rhGrem1 con Ab7326, recuper6 de manera
parcial la fosforilacion de SMAD1/5/6 en células 4T1 (Fig. 22). Estos resultados
proporcionan confirmacion de que Ab7326 puede efectivamente direccionar y
neutralizar los efectos de Grem1.

Ejemplo 16 - El efecto de la monoterapia y terapia de combinacion _en
ratones VG/Min

Los ratones fueron tratados con anticuerpo anti-Greml 30 mg/kg
semanalmente y/o dos dosis diarias intraperitoneales de 5-fluoroacilo 40 mg/kg
(5FU, Sigma) a o desde la edad de 35 dias en adelante, o que es muy tarde en
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el proceso de la enfermedad Vil1-Grem1/ApcMin. Para generar los datos Kaplan-
Meier, los ratones fueron sacrificados cuando se alcanzaron parametros
incruentos (ratones que exhiben anemia, encorvadura e inactividad).

La monoterapia ya sea con 5FU o anti-Grem1 en esta etapa tardia de la
enfermedad no tuvo efecto en la longevidad de los ratones, pero la terapia
combinada prolong6 de manera significativa la longevidad del raton (mediana de
la supervivencia: sin tratamiento 45 dias (n=9), 5FU solo 47 dias (n=4), anti-
Greml solo 49,5 dias (n=6), terapia combinada 76,5 dias (n=6); prueba del orden
logaritmico p<0,01), ver Figura 23. Estos datos ilustran la eficacia de la terapia
de combinacion en una enfermedad establecida en etapa avanzada utilizando
un anticuerpo anti-Grem1 junto con quimioterapia convencional dirigida contra el
epitelio proliferante.

Ejemplo 17 — EI efecto del anticuerpo anti-Grem1l en modelos de
Xenoinjertos Derivados del Paciente (PDX) humano.

La eficacia del Ab7326 anti-gremlin-1 como IgG1 de raton sera evaluada
en ocho modelos de Xenoinjerto Derivado de Pacientes (PDX). Los modelos
PDX humanos fueron seleccionados basados en su expresion aumentada del
producto de gen GREML1 sobre el tejido de control. Los modelos seleccionados
incluyen xenoinjertos derivados de tipos de cancer de pancreas, pulmones, de
rifién, colorrectales, gastricos, de cabeza y cuello, y de higado. Ab7326 se
dosificara semanalmente de manera subcutanea. El tamafio del tumor sera
evaluado a lo largo de la duracion del modelo y se recolectaran muestras de
tumores y plasma y se analizaran al final de los experimentos.

Ejemplo 18 — El efecto del anticuerpo anti-Grem1 en la carga tumoral en
ratones C57B16/KaLwRij (Figura 33)

Se observé que la carga tumoral en los ratones C57B16/KalLwRij era
significativamente reducida en los huesos de las extremidades inferiores cuando
los ratones eran tratados con anticuerpo neutralizante de Grem1, Ab7326 (ver
Figura 33). Se vio una reduccion significativa en la carga tumoral cuando el
anticuerpo anti-Grem1 fue administrado después de la inoculacion de la célula
tumoral (Figura 33A), en comparacion con control IgG (medido por BLI). También
se observo una reduccion significativa en la carga tumoral cuando se administro
el anticuerpo anti-Grem1 antes de la inoculacion de la célula tumoral (Figura
33B), nuevamente en comparacion con el control IgG (medido por BLI). También
se observo una tendencia a la baja en la carga tumoral esplénica en grupos
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tratados con anticuerpo anti-Greml1, en los grupos con inoculaciéon de células
tumorales (Figura 33C) posterior o (Figura 33D) anterior.

Los ratones C57B16/KaLwRij son un modelo de mieloma multiple (MM)
en el cual las células MM crecen dentro de la médula ésea (MO) y el bazo. Los
datos presentados en la Figura 33 demuestran que el tratamiento anti-Greml
aborda tumores asociados a MO asi como células MM en el bazo. En
consecuencia, la terapia anti-Grem1 puede ser usada para tratar ambos tumores
de los huesos, como osteosarcomas, asi como tipos de cancer diseminados,
tales como céancer de higado, mama y/o préstata.

Ejemplo 19 — Tratamiento de etapa avanzada de poliposis Vill-Grem1 y
ApcMin establecida con anticuerpo anti-Grem1, ralentiza el progreso de la
enfermedad y recupera el fenotipo _intestinal de ratén Vill-Grem1 (Figura

34)

El anticuerpo Anti-Greml1l (UCB) o anticuerpo control (UCB) fueron
administrados a una dosis de 30 mg/kg semanalmente por inyecciones
subcutaneas, comenzando a la edad de 4 meses para ratones ApcMn (Fig 34B)
y 5 meses para ratones Vill-Grem1l (Fig 34A).

Los ratones fueron envejecidos para permitir el desarrollo de una poliposis
intestinal anterior al comienzo del tratamiento con anticuerpo (a la edad de 4
meses para ratones ApcMin y 5 meses para ratones Vill-Grem1). Para generar
los datos Kaplan-Meier, los ratones fueron sacrificados cuando se alcanzaron
parametros incruentos (ratones que exhiben anemia, encorvadura e inactividad).
En ambos modelos Vill-Grem1 (A) y ApcMn (B), el tratamiento con anticuerpo
anti-Greml1 prolong6é de manera significativa la longevidad de los ratones. El
sacrificio programado mostrdé una reversion del fenotipo intestinal Vill-Grem1l
después de 4 semanas de tratamiento.

Ejemplo 20 — El tratamiento _con_anticuerpo Anti-Grem1 protege a los
ratones Vill-Grem1 de mutagénesis AOM (Figura 35)

La expresion de Grem1 epitelial anormal en ratones Vill-Grem1 promueve
un fenotipo de células madre/progenitoras epitelial (Davis et al., 2015) y hemos
desarrollado la hipotesis de que estas células seran susceptibles de mutacion
somatica. Utilizamos administracion de azoximetano (AOM) para examinar el
efecto de una agresidbn mutagénica sobre ratones Vill-Greml1 no tratados y
ratones Vill-Greml tratados con anti-Greml1. El AOM es un mutageno bien
documentado ampliamente utilizado en modelos murinos para recapitular
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carcinogénesis CRC espontanea (Neufert y Neurath, 2007). Para generar datos
Kaplan-Meier, los ratones fueron sacrificados cuando se alcanzaron parametros
incruentos (ratones que exhiben anemia, encorvadura e inactividad).

Los ratones fueron tratados con tres dosis subcutaneas de 30 mg/kg
semanalmente con anticuerpo anti-Greml seguido de tres dosis
intraperitoneales de 10 mg/kg semanalmente de azoximetano (AOM, Sigma) o
vehiculo (solucion salina) antes de otras tres semanas de 30 mg/kg
semanalmente de anticuerpo anti-Grem1. El tratamiento comenz6 en o desde la
edad de 90 dias en adelante, que es lo suficientemente tarde en el proceso de
la enfermedad Vil1-Greml para asegurar la expansion de la poblacién de células
progenitoras y posterior formacién de focos de criptas ectépicas.

La administracion de AOM mejoré notablemente la formacion de pélipos
en ratones Vill-Greml no tratados. La carga de pdlipos colonicos fue
significativamente incrementada en los animales tratados con AOM (Figura 35B).
Esto impacté de manera negativa en la supervivencia de los ratones (Figura
35A): comparacion grupo VG + sin tratamiento y grupo VG + AOM + sin
tratamiento. La carga tumoral incrementada y la supervivencia reducida de los
animales tratados con AOM fue parcialmente suprimida por la administracién del
anticuerpo anti-Greml en el periodo que rodea a la agresiébn mutagénica:
comparacion grupo VG + AOM + sin tratamiento con grupo VG + AOM + aGrem1.
Estos datos sugieren que la normalizacién de la determinacion del destino celular
por el anticuerpo anti-Grem1 en los ratones Vill-Greml evita la promocién de
células madre/progenitoras epiteliales y protegen al epitelio de la agresion
mutagénica de AOM.

Ejemplo 21 - La expresion de Foxl1l, Wnt5A y Wnt2B es requlada al alza en
estroma Vill-Grem1 y este fenotipo _es suprimido por_el tratamiento de
anticuerpo anti-Grem1 (Figuras 36 -38)

Para investigar el origen de la expresion de ligando Wnt en las criptas
ectopicas vellosas en ratones Vil1l-Grem1 tratados con anticuerpos y no tratados
(n=4), utilizamos hibridacion in situ de FoxI1 (ISH) para identificar células de
telocitos sub-epiteliales como se describe en Shoshkes-Carmel et al. (2018). Los
niveles de expresion de Foxl1l fueron cuantificados utilizando el software de
analisis de imagenes HALO. La expresion de Foxll estromal vellosa fue
significativamente incrementada en ratones Vill-Grem1 no tratados (p=0,0037)
(Figura 36 y Figura 38C). El tratamiento con anticuerpo anti-grem1 restauro6 los
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niveles de expresion de FoxI1 (valor de p de ratones Vill-Grem1 TS vs. tratados
con anticuerpo (p=0,4864), indicando que la remodelacion estromal y el
reclutamiento celular de FoxI1 es dependiente del Grem1 epitelial.

Para determinar qué mediadores eran producidos por las células FoxI1+,
se utilizé ISH multiple para demostrar la combinacion de la expresion de FoxI1y
Wnt5A en fibroblastos subepiteliales vellosos (ver Figura 37). Las estructuras
delgadas marcadas con tincién con protuberancias largas que se asemejan a los
telocitos descritos por Shoshkes-Carmel et al. (2018).

La expresion epitelial de Grem1 en el modelo Vill-Grem1 provoca la
activacion de las poblaciones de células estromales vellosas que posteriormente
expresan ligandos Wnt 5A y 2B. El tratamiento con el anticuerpo anti-Grem1 evitd
la activacion de células estromales y suprimio la expresion del ligando Wnt
(Figura 38A y 38B) indicando que la remodelacién estromal depende del Grem1
epitelial.

Métodos
Hibridacion in situ

Los bloques de parafina fueron cortados (espesor = 0,4 um) utilizando
H20 tratado con DEPC (Sigma) y las secciones fueron cocidas durante 2 horas
a 60°C. El tejido fue desparafinado y tratado con Peréxido de Hidrégeno
RNAscope (ACD 322335) durante 10 min a temperatura ambiente (TA). La
recepcion del antigeno se llevd a cabo durante 15 minutos usando 1X Reactivos
de Recuperacion de Objetivo RNAscope (1:10 ACD 322000) a 100 °C. Las
muestras fueron tratadas con Proteasa Plus RNAscope (ACD 322331) durante
30 minutos a 40 °C usando un Sistema de Hibridacién HybEZ (ACD). Las sondas
fueron incubadas durante 2 horas a 40 °C. Las sondas usadas fueron las
siguientes: LGR4 (ACD 318321), LGR5 (ACD 312171), FZD5 (ACD 404911),
FZD7 (ACD 534101), WNT2B (ACD 405031), WNT5A (ACD 316791), WNT5A-
C3 (ACD, 316791-C3) y FOXL1 (ACD 407401). Los portaobjetos fueron contra-
tefiidos utilizando hematoxilina (marron) o DAPI (fluorescente).

Cuantificacion ISH

Los portaobjetos fueron escaneados a ampliacion 20 x usando un Escaner
de Patologia Digital Aperio CS2 (Leica Biosystems). Se anotaron 100
vellosidades por ratén utilizando el Software de Visualizacion de portaobjetos de
patologia Aperio ImageScope (Leica Biosystems). Los niveles de expresion de
Foxl1 se cuantificaron utilizando la plataforma de analisis de imagen HALO
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(PerkinElmer) y se expresaron como un % de la tincion DAB por area. Se
utilizaron ANOVA bidireccional y mdultiples comparaciones aplicando la
correccién de Bonferroni para comparar los niveles de DAB entre condiciones.
Las diferencias fueron consideradas significativas a un valor de p de <0,05. Los
andlisis se llevaron a cabo usando el software estadistico R.

Eijemplo 22 — El anticuerpo anti-Gremlinl muestra _una_relacién de
respuesta ala dosis en ratones tratados Vill-Grem1; ApcMn (Figura 39)

Se administré anticuerpo Anti-Grem1 (UCB) o anticuerpo control (UCB) a
dosis variables de 15, 30 y 60 mg/kg semanalmente por medio de inyecciones
subcutaneas quincenalmente durante 6 semanas, seguido a partir de entonces
de manera semanal, comenzando a la edad de 21 dias en ratones Vill-
Grem1;ApcMn, Para generar datos Kaplan-Meier (presentados en la Figura 39),
los ratones fueron sacrificados cuando se alcanzaron niveles incruentos (ratones
gue exhiben anemia, encorvadura o inactividad). El tratamiento con anti-Grem1
prolongd la longevidad de los ratones de forma dependiente de la dosis sin
ningun otro beneficio de supervivencia adicional visto desde una dosis >30 mg/kg
semanalmente.

Ejemplo 23 — Comparacién de tratamiento de etapa temprana y etapa
avanzada con_anticuerpo_anti-Greml en ratones Vill-Greml y ratones
ApcMin (Figura 40)

Se administré anticuerpo anti-Grem1 (UCB) o anticuerpo control (UCB) a
ratones Vill-Grem1 (Figura 40A) y ratones ApcMn (Figura 40B) a una dosis de
30 mg/kg semanalmente por medio de inyecciones subcutdneas, comenzando a
la edad de 42 dias (tratamiento de etapa temprana) o 120 dias después del
desarrollo de una poliposis intestinal (tratamiento de etapa avanzada).

Para generar los datos Kaplan-Meier, los ratones fueron sacrificados
cuando se alcanzaron niveles incruentos (ratones que exhiben anemia,
encorvadura e inactividad). El tratamiento con el anticuerpo anti-Grem1 iniciado
en ambos momentos prolongd significativamente la vida Gtil de los ratones.
Especificamente, para los ratones Vill-Greml (Figura 40A), la mediana de
supervivencia del grupo de vehiculo (242 dias (n=13)) fue significativamente
incrementada por el tratamiento con el anticuerpo anti-Grem1; tratamiento de
etapa avanzada: 519 dias; tratamiento de etapa temprana: 540 dias. En los
ratones ApcMn (Figura 40B), la mediana de supervivencia del grupo de
tratamiento con vehiculo fue significativamente extendida de 192 dias a 261 dias
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(tratamiento de etapa avanzada) y 424,5 dias (tratamiento de etapa temprana)
como resultado del tratamiento con anticuerpo anti-Grem1.

Eiemplo 24 — El uso de un_anticuerpo neutralizante de Greml reduce
significativamente el crecimiento del tumor de cancer de mama dentro del
hueso y pulmén en modelos pre-clinicos de cancer de mama (Figuras 41 a

45)

Se investig6 la contribucion in vivo de Greml en el establecimiento y
progresion del cancer de mama utilizando dos modelos de raton pre-clinicos de
cancer de mama clinicamente relevantes, usando anticuerpos monoclonales
neutralizantes anti-Grem1 novedosos.

Métodos
Cultivo Celular

Las células de cancer de mama derivadas de raton PyMT-B01 fueron
amablemente donadas por la Profesora Sheila Steward (St. Louis, MO, EE.UU.)
y la linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-231 fue amablemente
provista por el Dr. Toshiyuki Yoneda (antes en la Universidad de Texas Health
Sciences Centre, San Antonio, TX). Ambas lineas celulares expresan luciferasa
producida por expresion retroviral del vector SFG-NES-TGL (Ponomareyv, V. et
al. Eur J Nucl Med Mol Imaging, 2004. 31(5): p. 740-51). Las células cancerosas
fueron cultivadas en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Life
Technologies, Australia) complementadas con 10 % de suero fetal bovino (FBS,
Life Technologies, Australia), penicilina 100 Ul/ml (Life Technologies, Australia),
estreptomicina 100 pg/ml (Life Technologies, Australia) y HEPES 25 mM (Life
Technologies, Australia) a 37 °C en una atmdésfera humidificada con CO2 al 5 %.
Animales

Los estudios animales fueron realizados de conformidad con los
procedimientos de protocolo animal aprobados por el Comité de Etica Animal del
South Australiana Health and Medical Research Institute (SAHMRI) bajo éticas
namero SAM373, y se ajustan a las directrices establecidas por el "Australian
Code of Practice for the Care and Use of Animals for Scientific Purposes”.
Tratamiento con anticuerpo de Greml en modelos de cancer de mama pre-
clinicos

PyMT-B01: Se administraron de manera subcutanea (s.c.) dos dosis de
30 mg/kg de anticuerpo anti-Grem1 Ab7326 o control 1gG, Ab101.4, a ratones
inmunocompetentes C57BL6 de 5 semanas de edad, la semana anterior a la
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inoculaciéon de células tumorales. Se inyectaron de manera sistémica 1 x 10°
células de cancer de mama de raton PyMT-B01 que expresan luciferasa a través
de la arteria caudal (CA).

MDA-MB-231: Se administraron de manera subcutanea (s.c.) dos dosis
de 30 mg/kg de anticuerpo anti-Grem1 UCB6114 o control IgG, AbA33, a ratones
inmunocomprometidos NOD/SCiD/gamma (NSG) de 5 semanas de edad, la
semana anterior a la inoculacién de células tumorales. Se inyectaron de manera
sistematica 1 x 10° células de cancer de mama humano MDA-MB-231 que
expresan luciferasa a través de la CA.

El tratamiento continué dos veces por semana durante la duracion del
estudio. A intervalos semanales, se les administré a los ratones 150 mg/kg de
luciferina intraperitonealmente (i.p.) y se diagnosticaron por imagenes usando el
sistema de captura de imagenes de bioluminiscencia Xenogen IVIS, y la carga
tumoral fue cuantificada usando Living Image Software. El estudio finaliz6 en el
dia 13 y el dia 22 posterior a la inyeccion de células tumorales de los modelos
PyMT-B01 y MDA-MB-231 respectivamente, de conformidad con los requisitos
de las éticas animales. Los oOrganos fueron disecados entre los animales
sacrificados y BLI se diagnosticO por imagenes ex vivo para analisis de
metastasis tumoral.

Resultados

Al final del estudio, el ratén portador del tumor PyMT-BO1 tratado con
anticuerpo neutralizante de Grem1, Ab7326, tuvo una reduccién del 35 % en la
carga tumoral general, en comparacion con el raton tratado con el control de
isotipo, Ab101.4, cuando el tumor fue inyectado a través de la CA (Figura 41).
Esta sefial BLI est& principalmente concentrada en las extremidades inferiores,
indicativo de la participacion extensiva del tumor esquelético asociado con este
modelo. También pudo observarse una reduccién estadisticamente significativa
en la carga de tumor metastasico de pulmon en el ratdn tratado con anticuerpo
neutralizante de Greml en comparacion con controles isotipo (Figura 42A).
También pudo observarse una tendencia a la baja en la carga de tumor
metastasico en el higado en el ratén portador del tumor PyMT-BO1 tratado con
el anticuerpo neutralizante Grem1 (Figura 42B).

Al final del segundo estudio (dia 22), la carga tumoral promedio para un
raton NSG portador de tumor MDA-MB-231 fue inferior en el grupo de tratamiento
con anticuerpo neutralizante de Grem1 (UCB6114) en comparacion con el grupo
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de control tratado con AbA33 (Figura 43).

También se observé una reduccién en la carga tumoral promedio para
metastasis de pulmon en ratones tratados con el anticuerpo anti-Greml
(UCB6114) (Figura 45). Estos resultados muestran que abordar Grem1 con un
anticuerpo neutralizante de Grem1 reduce de manera significativa el crecimiento
de tumores de cancer de mama dentro del hueso y pulmén. Estos estudios
sustentan la hipétesis que la terapia anti-Grem1 puede representar una opcion
de tratamiento apropiada en cancer de mama metastasico. En conclusion, los
presentes inventores proporcionan la primera evidencia de que abordar Grem1
con un anticuerpo neutralizante de Greml in vivo representa una estrategia
terapéutica efectiva para reducir el crecimiento tumoral metastésico de pulmaén,
esquelético y de cancer de mama.

Ejemplo 25 — El uso de un anticuerpo neutralizante de Grem1 reduce el
crecimiento tumoral de cancer de prdstata en un modelo pre-clinico de
cancer de préstata (Figuras 46 y 47)

Se investigd la contribucion in vivo de Greml en el establecimiento y
progresion del cancer de prostata en modelos murina pre-clinicos de cancer de
préstata, utilizando el anticuerpo monoclonal neutralizante anti-Grem1 novedoso
(UCB6114).

Métodos
Cultivo Celular

La linea celular de cancer de préstata humano PC-3 se obtuvo de ATCC
(Manassas, VA, EE.UU.). La linea celular expresa luciferasa producida por
expresion retroviral del vector SFG-NES-TGL (Ponomarev, V., et al. 2004). Las
células cancerosas fueron cultivadas en RPMI1640 (Life Technologies, Australia)
complementadas con 10 % de suero fetal bovino (FBS, Life Technologies,
Australia), penicilina 100 Ul/ml (Life Technologies, Australia), estreptomicina 100
pjg/ml (Life Technologies, Australia) y HEPES 25 mM (Life Technologies,
Australia) a 37 °C en una atmosfera humidificada con CO2z al 5 %.

Animales

Los estudios con animales se llevaron a cabo de conformidad con los
procedimientos de protocolo animal aprobados por el Comité de Etica Animal del
South Australian Health and Medical Research Institute (SAHMRI) bajo éticas
namero SAM373 y se ajustan a las directrices establecidas por el "Australian
Code of Practice for the Care and Use of Animals for Scientific Purposes”.
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Tratamiento de anticuerpo de Grem1 en modelos de cancer de prostata pre-
clinicos

Se administraron de manera subcutdnea (s.c.) dos dosis de 30 mg/kg de
anticuerpo anti-Greml (UCB6114) o control 1gG, ADbA33, a ratones
inmunocomprometidos NOD.Cg-Prkdcscd112rgtmWi/SzJ (NSG) de 5 semanas de
edad, la semana anterior a la inoculacion de células tumorales. Se inyectaron de
manera sistémica 5 x 10° células de cancer de préstata PC-3 que expresan
luciferasa a través de la arteria caudal (CA).

El tratamiento con anticuerpo continu6é dos veces por semana durante la
duracion del estudio. A intervalos semanales, los ratones fueron administrados
150 mg/kg de luciferina de manera intraperitoneal (i.p.) y se diagnosticé por
imagenes usando el sistema de captura de imagenes de bioluminiscencia
Xenogen VIS, y la carga tumoral fue cuantificada usando Living Image Software
(PerkingElmer, MA. EE.UU.). Al final de cada estudio, los 6rganos fueron
disecados entre los animales sacrificados y BLI fue diagnosticada por imagenes
ex vivo para analisis de metastasis tumoral.

Resultados

El modelo de cancer de prostata PC-3 mostré carga tumoral de higado
significativa (otro sitio comun de metastasis de cancer de préstata) desde el dia
7, ademas de evidencia de carga tumoral esquelética por BLI. Se observé una
reduccion significativa en el animal completo (Figura 46A) y se observé carga
tumoral del higado (Figura 46B) en ratones tratados con anticuerpo neutralizante
de Grem1 (UCB6114) en comparacion con los ratones tratados con anticuerpo
control de isotipo (AbA33). También se observé una tendencia a la baja en la
carga tumoral de las extremidades inferiores (Figura 46C) y pulmon (Figura 46D)
para los ratones tratados con anticuerpo neutralizante de Grem1.

LISTAS DE SECUENCIAS

SEQ ID NO: 1 (Gremlin-1 Humano; Uniprot ID: O60565)
MSRTAYTVGALLLLLGTLLPAAEGKKKGSQGAIPPPDKAQHNDSEQTQSPQQ
PGSRNRGRGQGRGTAMPGEEVLESSQEALHVTERKYLKRDWCKTQPLKQTI
HEEGCNSRTIINRFCYGQCNSFYIPRHIRKEEGSFQSCSFCKPKKFTTMMVTL
NCPELQPPTKKKRVTRVKQCRCISIDLD

SEQ ID NO: 2 (Gremlin-1 truncado humano usado en cristalografia con
marcador N-terminal)
MGSSHHHHHHSSGENLYFQGSAMPGEEVLESSQEALHVTERKYLKRDWCKT
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QPLKQTIHEEGCNSRTIINRFCYGQCNSFYIPRHIRKEEGSFQSCSFCKPKKFT
TMMVTLNCPELQPPTKKKRVTRVKQCRCISIDLD

SEQ ID NO: 3 (Ab7326 HCDR1 combinado Kabat y Chothia):
GYTFTDYYMH

SEQ ID NO: 4 (Ab7326 HCDR1 Kabat)

DYYMH

SEQ ID NO: 5 (Ab7326 HCDR2 Kabat)

LVDPEDGETIYAEKFQG

SEQ ID NO: 6 (Ab7326 HCDR3 Kabat)

DARGSGSYYPNHFDY

SEQ ID NO: 7 (Ab7326 LCDR1 Kabat)

KSSQSVLYSSNNKNYLA

SEQ ID NO: 8 (Ab7326 LCDR2 Kabat)

WASTRES

SEQ ID NO: 9 (Ab7326 LCDR3 Kabat)

QQYYDTPT

SEQ ID NO: 10 (Ab7326 region variable de cadena pesada variante 1)
QVQLVESGAEVKKPGATVKISCKVSGYTFTDYYMHWVQQAPGKGLEWMGLV
DPEDGETIYAEKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATDARGSG
SYYPNHFDYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 11 (Ab7326 region variable de cadena ligera variante 1)
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNKNYLAWYQQKPGQPPKL
LIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTINSLQAEDVAVYFCQQYYDTPTFGQ
GTRLEIK

SEQ ID NO: 12 (Ab7326 region variable de cadena pesada variante 2)
QVQLVQSGAEVKKPGATVKISCKVSGYTFTDYYMHWVQQAPGKGLEWMGLV
DPEDGETIYAEKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATDARGSG
SYYPNHFDYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 13 (Ab7326 region variable de cadena ligera variante 2)
DIVMTQTPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNKNYLAWYQQKPGQPPKLL
IYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTINSLQAEDVAVYFCQQYYDTPTFGQ
GTRLEIK

SEQ ID NO: 14 (Cadena pesada IgGl de extension completa de raton
variante 1)
QVQLVESGAEVKKPGATVKISCKVSGYTFTDYYMHWVQQAPGKGLEWMGLV
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DPEDGETIYAEKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATDARGSG
SYYPNHFDYWGQGTLVTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGY
FPEPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVPSSTWPSETVTCNV
AHPASSTKVDKKIVPRDCGCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVTCV
VVDISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTAQTQPREEQFNSTFRSVSELPIMHQDWL
NGKEFKCRVNSAAFPAPIEKTISKTKGRPKAPQVYTIPPPKEQMAKDKVSLTC
MITDFFPEDITVEWQWNGQPAENYKNTQPIMDTDGSYFVY SKLNVQKSNWEA
GNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSPGK

SEQ ID NO: 15 (Cadena ligeralgG1 de extension completa de raton variante
1)
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNKNYLAWYQQKPGQPPKL
LIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTINSLQAEDVAVYFCQQYYDTPTFGQ
GTRLEIKRTDAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSE
RQONGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIV
KSFNRNEC

SEQ ID NO: 16 (Cadena pesada IgGl de extension completa humana
variante 2)
QVOQLVQSGAEVKKPGATVKISCKVSGYTFTDYYMHWVQQAPGKGLEWMGLYV
DPEDGETIYAEKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATDARGSG
SYYPNHFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNV
NHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTK
NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO: 17 (Cadena ligera IgG1 de extensién completa humana variante
2)
DIVMTQTPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNKNYLAWYQQKPGQPPKLL
IYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTINSLQAEDVAVYFCQQYYDTPTFGQ
GTRLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNA
LQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPV
TKSFNRGEC

SEQ ID NO: 18 (cadena pesada Fab variante 1)
QVQLVESGAEVKKPGATVKISCKVSGYTFTDYYMHWVQQAPGKGLEWMGLV
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DPEDGETIYAEKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATDARGSG
SYYPNHFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNV
NHKPSNTKVDKKVEPKSC

SEQ ID NO: 19 (cadena ligera Fab variante 1)
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNKNYLAWYQQKPGQPPKL
LIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTINSLQAEDVAVYFCQQYYDTPTFGQ
GTRLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNA
LOQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPV
TKSFNRGEC

SEQ ID NO: 20 (Gremlin-1 truncado humano usado en cristalografia sin
marcador N-terminal)
AMPGEEVLESSQEALHVTERKYLKRDWCKTQPLKQTIHEEGCNSRTIINRFCY
GQCNSFYIPRHIRKEEGSFQSCSFCKPKKFTTMMVTLNCPELQPPTKKKRVTR
VKQCRCISIDLD

SEQ ID NO: 21 (secuenciade Gremlin-1 maduro de SEQ ID NO: 1 que carece
de péptido de sefial de aminoacidos 1-21)
KKKGSQGAIPPPDKAQHNDSEQTQSPQQPGSRNRGRGQGRGTAMPGEEVL
ESSQEALHVTERKYLKRDWCKTQPLKQTIHEEGCNSRTIINRFCYGQCNSFYI
PRHIRKEEGSFQSCSFCKPKKFTTMMVTLNCPELQPPTKKKRVTRVKQCRCIS
IDLD

SEQ ID NO: 22 (cadena pesada IlgG4P humana variante 1)
QVQLVESGAEVKKPGATVKISCKVSGYTFTDYYMHWVQQAPGKGLEWMGLV
DPEDGETIYAEKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATDARGSG
SYYPNHFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNV
DHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVL
HQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDK
SRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

SEQ ID NO: 23 (cadena ligera IgG4P humana variante 1)
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNKNYLAWYQQKPGQPPKL
LIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTINSLQAEDVAVYFCQQYYDTPTFGQ
GTRLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNA
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LOQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPV
TKSFNRGEC

SEQ ID NO: 24 (ADN de cadena pesada IgG1 humana variante 1)
caagtgcaactggtggaatccggggccgaagtgaaaaagcccggagcecactgtgaagatctcttgcaaagt
gtccggctacaccttcaccgactattacatgcactgggtccagcaggcacctgggaagggccttgagtggatg
ggtctggtcgatcccgaggacggcgaaactatctacgccgagaagtticcagggtcgegtcaccatcaccgec
gacacttccaccgacaccgcgtacatggagctgtccagcttgaggtccgaggacacagcecgtgtactactge
gccacggatgctcggggaagceggcagctactacccgaaccacttcgactactggggacagggcactctegt
gactgtctcgagcgcttctacaaagggcccctcegtgttcccgcetcgcetccatcatcgaagtctaccageggag
gcactgcggctctcggttgectcgtgaaggactacttcccggagecggtgaccgtgtcgtggaacagcggag
ccctgaccagcggggtgcacacctttccggecgtcttgcagtcaagcggcctttactcectgtcatcagtggtga
ctgtcccgtccagctcattgggaacccaaacctacatctgcaatgtgaatcacaaacctagcaacaccaaggt
tgacaagaaagtcgagcccaaatcgtgtgacaagactcacacttgtccgecgtgcccggcacccgaactgcet
gggaggtcccagcgtctttctgttccctccaaagccgaaagacacgctgatgatctcccgecaccececggaggte
acttgcgtggtcgtggacgtgtcacatgaggacccagaggtgaagttcaattggtacgtggatggcgtcgaagt
ccacaatgccaaaactaagcccagagaagaacagtacaattcgacctaccgegtcgtgtccgtgctcacggt
gttgcatcaggattggctgaacgggaaggaatacaagtgcaaagtgtccaacaaggcgctgccggceaccg
atcgagaaaactatctccaaagcgaagggacagcctagggaacctcaagtctacacgctgccaccatcac
gggatgaactgactaagaatcaagtctcactgacttgtctggtgaaggggttttaccctagcgacattgccgtgg
agtgggaatccaacggccagccagagaacaactacaagactacccctccagtgctcgactcggatggatc
gttcttcctttactcgaagctcaccgtggataagtcccggtggcagcagggaaacgtgttctectgetcggtgatg
catgaagccctccataaccactatacccaaaagtcgctgtccctgtcgeccgggaaag

SEQ ID NO: 25 (ADN de cadena ligera IgG1 humana variante 1)
gacattgtgatgacccagtcccccgattcgcettgecggtgtccctgggagaacgggcecaccattaactgcaaga
gctcacagtccgtcctgtattcatcgaacaacaagaattacctcgcatggtatcagcagaagcectggacagcc
tcccaagctgctcatctactgggctagcacccgcegaatccggggtgccggatagattctccggatcgggttcgg
gcactgacttcactctgactatcaactcactgcaagccgaggatgtcgcggtgtacttctgtcagcagtactacg
acaccccgacctttggacaaggcaccagactggagattaagcgtacggtggccgctccctcegtgttcatcttc
ccaccctccgacgagcagctgaagtccggeaccgccteegtegtgtgectgctgaacaacttctacccecege
gaggccaaggtgcagtggaaggtggacaacgccctgcagtccggcaactcccaggaatccgtcaccgag
caggactccaaggacagcacctactccctgtcctccaccctgaccctgtccaaggccgactacgagaagcea
caaggtgtacgcctgcgaagtgacccaccagggcctgtccagccccgtgaccaagtccttcaaccggggceg
agtgc

SEQ ID NO: 26 (ADN de cadena pesada IgG4P humana variante 1)
caagtgcaactggtggaatccggggccgaagtgaaaaagcccggagcecactgtgaagatctcttgcaaagt
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gtccggctacaccttcaccgactattacatgcactgggtccagcaggcacctgggaagggccttgagtggatg
ggtctggtcgatcccgaggacggcgaaactatctacgccgagaagtticcagggtcgegtcaccatcaccgec
gacacttccaccgacaccgcgtacatggagctgtccagcttgaggtccgaggacacagccgtgtactactge
gccacggatgctcggggaagceggcagctactacccgaaccacttcgactactggggacagggceactctegt
gactgtctcgagcgcttctacaaagggcccctcegtgttccctctggecccttgetcceggtecacctccgagtct
accgccgctctgggctgcectggtcaaggactacttccccgageccgtgacagtgtcctggaactctggegecct
gacctccggcgtgcacaccttcectgecgtgcetgcagtectcecggectgtactecectgtecteegtegtgaccgtg
ccctectccagectgggcaccaagacctacacctgtaacgtggaccacaagcecctccaacaccaaggtgga
caagcgggtggaatctaagtacggccctccctgeccccccctgecctgeccctgaatttctgggeggaccttceg
tgttcctgttccccccaaagceccaaggacaccctgatgatctcccggacccccgaagtgacctgegtggtggt
ggacgtgtcccaggaagatcccgaggtccagttcaattggtacgtggacggegtggaagtgcacaatgcca
agaccaagcccagagaggaacagttcaactccacctaccgggtggtgtccgtgctgaccgtgcetgcaccag
gactggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtccaacaagggcctgccctccagcatcgaaaaga
ccatctccaaggccaagggccagcecccgcegagecccaggtgtacaccctgecccctagccaggaagagat
gaccaagaaccaggtgtccctgacctgtctggtcaagggcttctaccecctccgacattgecgtggaatgggag
tccaacggccagcccgagaacaactacaagaccaccccccctgtgctggacagcgacggctecttctteetg
tactctcggctgaccgtggacaagtcccggtggcaggaaggcaacgtcttctectgetececgtgatgcacgagg
ccctgcacaaccactacacccagaagtccctgtcectgagectgggcaag

SEQ ID NO: 27 (ADN de cadena ligera IgG4P humana variante 1)
gacattgtgatgacccagtcccccgattcgcettgecggtgtccctgggagaacgggcecaccattaactgcaaga
gctcacagtccgtcctgtattcatcgaacaacaagaattacctcgcatggtatcagcagaagcctggacagcec
tcccaagctgctcatctactgggctagcacccgcegaatccggggtgccggatagattctccggatcgggttcgg
gcactgacttcactctgactatcaactcactgcaagccgaggatgtcgcggtgtacttctgtcagcagtactacg
acaccccgacctttggacaaggcaccagactggagattaagcgtacggtggccgctccctcecgtgttcatcttc
ccaccctccgacgagcagctgaagtccggeaccgccteegtegtgtgectgctgaacaacttctaccececege
gaggccaaggtgcagtggaaggtggacaacgccctgcagtccggcaactcccaggaatccgtcaccgag
caggactccaaggacagcacctactccctgtcctccaccctgaccctgtccaaggccgactacgagaagca
caaggtgtacgcctgcgaagtgacccaccagggcctgtccagccccgtgaccaagtccticaaccggggceg
agtgc

SEQ ID NO: 28 (cadena pesada IgGl de extension completa de raton
variante 2)
QVQLVQSGAEVKKPGATVKISCKVSGYTFTDYYMHWVQQAPGKGLEWMGLV
DPEDGETIYAEKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATDARGSG
SYYPNHFDYWGQGTLVTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGY
FPEPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVPSSTWPSETVTCNV
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AHPASSTKVDKKIVPRDCGCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVTCV
VVDISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTAQTQPREEQFNSTFRSVSELPIMHQDWL
NGKEFKCRVNSAAFPAPIEKTISKTKGRPKAPQVYTIPPPKEQMAKDKVSLTC
MITDFFPEDITVEWQWNGQPAENYKNTQPIMDTDGSYFVYSKLNVQKSNWEA
GNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSPGK

SEQ ID NO: 29 (cadena ligera IgG1 de extensién completa de raton variante
2)
DIVMTQTPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNKNYLAWYQQKPGQPPKLL
IYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTINSLQAEDVAVYFCQQYYDTPTFGQ
GTRLEIKRTDAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSE
RONGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIV
KSFNRNEC

SEQ ID NO: 30 (cadena pesada IgGl de extension completa humana
variante 1)
QVQLVESGAEVKKPGATVKISCKVSGYTFTDYYMHWVQQAPGKGLEWMGLV
DPEDGETIYAEKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATDARGSG
SYYPNHFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNV
NHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTK
NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO: 31 (cadena ligera IgG1 de extension completa humana variante
1)
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNKNYLAWYQQKPGQPPKL
LIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTINSLQAEDVAVYFCQQYYDTPTFGQ
GTRLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNA
LOQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPV
TKSFNRGEC

SEQ ID NO: 32 (cadena pesada Fab variante 2)
QVOQLVQSGAEVKKPGATVKISCKVSGYTFTDYYMHWVQQAPGKGLEWMGLV
DPEDGETIYAEKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATDARGSG
SYYPNHFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNV
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NHKPSNTKVDKKVEPKSC

SEQ ID NO: 33 (cadena ligera Fab variante 2)
DIVMTQTPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNKNYLAWYQQKPGQPPKLL
IYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTINSLQAEDVAVYFCQQYYDTPTFGQ
GTRLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNA
LOQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPV
TKSFNRGEC

SEQ ID NO: 34 (cadena pesada IlgG4P humana variante 2)
QVOQLVQSGAEVKKPGATVKISCKVSGYTFTDYYMHWVQQAPGKGLEWMGLV
DPEDGETIYAEKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATDARGSG
SYYPNHFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNV
DHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVL
HQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDK
SRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

SEQ ID NO: 35 (cadena ligera IgG4P humana variante 2)
DIVMTQTPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNKNYLAWYQQKPGQPPKLL
IYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTINSLQAEDVAVYFCQQYYDTPTFGQ
GTRLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNA
LOQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPV
TKSFNRGEC

SEQ ID NO: 36 (Gremlin-1 humano; secuencia completa)
actcggtgcgccttccgcggaccgggcgacccagtgcacggccgcecgcegtcactctcggtcccgetgacccece
gcgccgagcecccggceggctctggeecgeggecgceactcagcgecacgcgtcgaaagcgcaggcecccgag
gacccgccgcactgacaggtgagcgcggacgcacccggcagggatgtgagtgggcggagggaagagg
gccgcaaaccaacccaggacccgctcagttccacgcgceggcagcecctcecgtgecgegecaggetcgggtgeg
ttgttcgcgggggtgaattgtgaagaaccatcgcggggtccticctgctgaggccgecggacaccgtgacctcg
ctgctctgggtctgcagggaaacgtaggaaaaaaagttgtcaggagcgggcaggatgacccccacatcccg
tttccacctcccggaggceccccgaacacgctcctggtgetggtggcagcagcegcectggcagacgcgeccgct
tagcgagggcgcgaagtccaggccgccagagcgcaggagceatccggacctgcetagtcggecgcetgactge
gcggcgagttgccttgagagggtcccatgtgettggggcgecgcegcetgggtctgggggcegtettggggegecc
attggagtccgcgggttggagcatccggagaatccatgatgtgtgcatttgccgatccccgaggtgagatgga
gactggcaagggcagagccgctgtgticagccacagcggaaaaccgaacggtgggtaatccgacagcetge
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ggtgcggggcgeggcecctggecgeggggtccagecgaaccegeagtgctcacaaggcagacaccacacy
cgctcgcggaccggccacgeactcgecgggcegctegcttetctactccagectcttcccecgecccgegeacgcec
cgagctgaatggtagacgttctggcgecgggeageggecaccggctggttcccacttccgegegeaccecctt
aaactgtgttctagaggccccagcctcgecttgcagegectcactagctcctgaggactagggactggeggct
gaggcgggttggcggctgcaacgagctgggcegtctttegttetetctcgetgectggetggeteecgetggecect
ccacagcttgcggagcaaggccatagcaggggagtgggaggtatattggggctgtcacctecttgetggecg
gagttatttgtagactacagactccggaagaacagacgcgccaccgctetcgettggceattgecttcggatcge
agctcctccttgggggtgccccagcettggegtttatttgcctgcgecaggctctggecgacggtcaccgggecag
gcggggagggacggacggcaggtgaccagcectctgctgtgaagaaattcctgcgegeccggagctgteect
aatgcattcccgggtcgaatcegtctactgecttccectectcgaccgactccgaatctcggctcttatagacaga
aatacagcctcagcgttaggggttaaaatccccctcttaaacggtccgagggcagagaggtgaccaccgata
ggtaattggatctcctgctggaaagagcaaatctgageggtgtgcgegtcetgtttatgttccccttcgagatggtg
ccaggacacgaactgattaaaacaatctattgtgttaagtgggtcactagggttttaagctgtcccagggacce
cagagtagtggcttccttctggctgtacacacaagttaaataaatagcgtagaagaggttaagataaccccatt
ctagggtgaggagtcctctttcatccctagggcttcccectecccttttctctttttttggaaggagggggagceatga
gagtcttgagggggggatgtacttttcaaagcaaggagggaaagatcttaagaaaactatatattctcactgcc
ccccaagccaagtctataacagtaggtgatttgattactatctctggataaatggcactgtcaaattgttaatatta
actatttcagggatttttagcagggtagtggcagtatgtgtgcgtgtgtgtgtgtgtgtctgtgtgtgtgtgtttaaccte
caggtcattgtaggaattagagtcttttgtaaactttgtaatttcacaggtttcctattttcttaaaagttcatttttagtga
aatgttttggtaacccacgctctgtaggaaatccaggttggctaatgcggtctttatgtgagtagttacacaggga
aggataaaaaccttttatgtcctacatctctgaatgagggctgcctaccctgtctttgaaactaagccgaagatge
cttcagtctgaatggtcaagtattaaaagtgataaaatgcaaagaaatttcatgccgcagacacctcccccaa
gaactgcttgttgacagcaaagctgtggaacatgttccacaacagagagtaaaggacagccaggaaatata
aaccttttatgtaaaggaaaggcaggtgggggacagtggttaggggaggtgactgcagcectctaaccaaaa
ggcaaccatcaggcaagtgctaccagcccgtgtcttcgatctgcaaggaattttctttagttttaacatatgctctta
gaaattcaaagtacaacaggaattcctgggacaagagaaatctttttattcacatgtgaacatgaagatacaa
aatagataattattttatttatagcactcttcaaattgtattgcattagaaaacatatccattgacccactgttaagga
cagcactgggtgtcaataggacagtggttaaggacctgtgtttggggctagatagaattgggtttaaactgctgg
ctgggctgggcacagtggctcacaccggtaatcccagcactttgggaggccaaggaggacggatcacctga
ggtcgggagttcgacaccagcctgaccaacatggaaaaatcccgtctctactaaaaacacaaaattageca
ggcatggtggtgcatgcctgcaatcccagetacttgggaggcetgaggcaggagaattgcttgaaaccgggag
gcggaggttgtggtgagcccagatagcegccattgcattccagectgggcaacacgagtgaaaactcegtcaa
aaaaacaaaacaaaacaaacaaacaaaaaaatgctggctttcccacttatgagetgtgtgaccttggacaa
atttccaacttttctgagtgtagattccctgattggtaaaaggaagatgatattatctacctcatattttgttatgaaaa
ataaatgataaaattgggtcagaaatcagcataatgcctggcacagtaagggcttcaaaataaaaggtagct
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cttattattagtaatggtgttaggaaaagtagcaatgttatacagaaccaggatatatcacagggcagttctgaa

attaaatcctgaatcctggccgggtgaggtggetcacgcttgtaatcctaagcactttcggagactgaggcagg
cggatcacgaggtcaggagtttgagaccagcctggccaacacactgaaatccegtctctactaaaaatacaa
aaattagctgggtgtggtggcaggcegcctataatctcagcetacttgggaggctgaggcaggagaatcacttga
gcccaggaggeggaggttgcagtgagctgatatcgtgccagtgcactccagectgggtgacatctcttaaaaa
aaaaaatcctgaataccacactacgcagtgactaacacatctttcactacagaacagaacctgtaacttggcc
gtctctcagcagtgctgctcagtgaacatttaataatttattactttctaactcgtttcttgttgacctcaagaattgtac
atagtcattaactttcctaagaaaatctttgacaaacatagagctcctgagatatttcacaaccaggtggtctecte
cctgtcctatgcaatgttgggecccagcectgatttagccgacctggtcttcagacttgagaggctgtttagggttett
acaacacaaaggggatgagactttatcctctacctgtgtgccaacaagggattcttcttatctccttggtgcaactt
gtctgaaaaagaaagtcaacacaattatcttcttaaaagttaaagatcaaattaaaaataagctatagttttccc

aaagatttagacctgagaaaaaggaatagatctttctaaaacctggcctgcacttagagcatttgtagtcacttc

cactatttcttatgctgagagaataatttgatgtcatgcctattgaatgtctttctaaagcttgattcatcaggaggaa
ctgaccagaagtccatgcacagacatttggctttcactgtaattcctactcaaaactccctttcactgattatgage
aggttgcttagctaaaatgagaaatacagcaagaagagggatggaaagagctggcttaaactttcccaaag

acatcatgaacactgggaacaggtcatacatataccatttttatttctcagtcctcagtattagaatattgtgttccta
gaggctttgtgaaaattggaatacattgccatgacctgcacaggatagaggtggttaatatggcttaccttgcttg
tagatgtttactcttgatccctaagggaaactggaaggaaagcatgctgtagagaggacctgctttgagagtat

gtgtcctctgggacaagtggaatgaaagagaggatagaggcaaagagaaaaaaaggtggagatggggtg
agacttgctggtggacagttgcaaagaaaactcatgatgagaataacatcacatttcttgaagaagctgaact

gcattgatgggaagttgaggcagagtttgaaaagaagatatactgtctgcaaaaaagaatcaacggagatgt
caggtatcttgatgcaccctgagtctatgagatgcagcttaatttaatttaatgatatgagtaggccatttcataagt
ggtggaaattaccataaagtgtttgcagctaatgacggcgcatgaatgatgtcataggaacctaagtctggatg
agctatggattgaatttttactatgggacacccttctacatgttgctgtggaaaagaattgtcctcaagaaatgtac

atcttctgcatttcctctacatctctgatatttacaaagtgcacattatttggtgatactacaactgggatttcaagtge
acatcactactatttccttcactgaagaatcaagagcagtctgggggtggggagagcttgagtgattgacaagg
atgtggcagagccctggttccactatgaattatagttcttaccctgcttactgtcactcatgtagagcagctagtgtg
cctcagagcactgctgttctctgagaagctgaggtctcgattgacattcttgaagttggtgtttacttctctctgaata
aacaaaggttggcaactcagacatcttacaataagtactaaagatttttgaagaataggtttitaaaaaatgaaa
aaacatttcactttccatagctaataaatcttattttgaggaaaatgtacttttctitaaaaaaaaaaaaagcctgtc
tgtcactctagaccctttggcttagaaggtaggcacactcacatagaaacagaaagtctgtccaaattaaaact
gaaaaccacagttgactaattttgaatttatagctctgctgttggcttctgcgatagtattaatttcaatggcttcaatt

agaaaatgaaacccatagcattccatatgagaacaggtaaaaagtcagggacatttggagttttccaagaaa
aagaaagacaagtcttaggaagctctctaggatggaaggaatttgccacactgagagttagacatccaaag

gatagcaattggctcttctgctcatgggcactggtgaaggcattttaaaatgcgaagaatggtacctctgtaaatc
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aatgaggttcataataatcatgcatttaccaaatttttataagcacctgccttgtgccaggcactgagggtaaggt
gatgaataagccctcatcaactgtcagactagatatttactcaataacagatgtgaaaatgccaagaaggaaa
agttgagtataaagaaagccttaagttggttcagagaaataaaattgcatttttcggatagatgtttatggaatcg
gccttatgaggtaaacttgtcctatgcagtgaacatacattcccagttagtctcagattggectctgtgatgacaa
actcagagggtcctggtctaggaggggtgaatttgtctggaggccattttcaggaggtatggaggaagactgg
ggcataggcctggggcecatcecatgtactectectctgaaatggggagcaactgaattgtgttttattttagatcttc
gtccaacttgaataccagaaattcgtgaaaccttctcaaattcacactatattttgagaccaggagaaggctcctt
gagaaattgccacactgtcttatcctagtctctggaaaaattcagtcctgtattataactgggcegtttctcataagtg
ctttttttttttctttttctttttataatactttaagttctgggatacatgtgcagaatgtgcaggtttgttacataggtataca
cgtgccatggtggtttgctgcacccatcaacccatcatctacattaggtatttctcctaatgctaccecttcectage
cccccaccectcgacaggccccagtgtttgatgttccecteectgtgtecatgtgttctcattgttcaactcccactt
atgagtgagagcatgcggtgtttggttttctgttcctgtgttagtttgctgagaatgatggtttttggcttcatccacgtc
cctgcaaaggacatgaactcatcctttttatggctgcatagtattccatggtgtatatgtgccacatttgctttatcca
gtctatcattgatgagcacttgggttggctccaagtctttgctattatgactagtactgcgataaacatgtgtatatgt
gtctttatattagaatgatttataatcctttaggtctatacccagtaataggattcctgggtcaaatggtatttctggttc
tagatccttgaggaattgccacactgtcttccacaacggttgaactaatttacactcccaccaacagtgtaaaag
cattcctatttctccacatcctctccaacatctgttgtttcctgactctttaatgacggcecattctaactggegtgaaat
ggtatctcattgtggttttgatttgcatttctctaatgaccaccgatgatgagctttttctcatatgtttgctggecccata
aatgtcttcttttgagaaatgtctgttcatatcctttgcecactttitgatggggttgtttgcttititctigtaaatttgtttga
gttcctggtagattctggatattagccctitgtcagatggatagactgcaaaaattttctcccattctgtaggttgect
gttcactctgatggtagtttcttitgccatgcagaagctgtttagtttaattagatccaatttgtcagttttggcettttgttge
cattgcttttggtgttttagtcatgaagtctttgcccatgcectatgtcctgaattgtattgccctggttttcttctaggattttt
atggttttaggtcttacatttaagtctttaatccatcttgaattaatttttgtataaggtgtaaggaaagggtccagtttc
agttttctgcgtatggctagccagttttcccaacgttatttattaaatagggaatcctttccccattgcttgtttitgtcag
gtttgtcaaagatcagacggttgtagatgtgtggtgttatttctgaggcctctgttctgttccattggtctgtatatctget
ttgataccagtaccgtgctgttttggttactgtagccttgtagtacagtttgaagtcaggtagcegtgatgctttgttctttt
tgcttaggattgtcttggctatatgggctcttitttggttctatatgaaatttaaagtagttttttcatagacatctatagaa
ctctccaccccaaatcaacagaatatacattcttctcagtatcgcatcacacttattctaaaatgaccacataatta
gaagtaaaacactcctcagcaaatgcaaaaaacagaaatcctaacagtctgtcagaccccagtgcaatcaa
attagaactcaggattaagaaacttactgaaaaccacacaactgcatggaaactgaacaacctgctcctgaa
tgactactgggtaaataacaaaattaaggcagaaataaataggttctttgaaagaaatgagaacaaagacac
aatataccagaatctctgggacacagctaaagcagtgtitagagggaaattgatagcactaaatgcccacag
gagaaagcgggacagatctaaaatcgacaccctaatatcacaattaaaagaactagagaaacaagagca
aacaaattcaaaagctagcagaagacaagaaataactaagatcagagcagaactgaaggagatagaga
cacaaaaaacccttcaaaaaatcaatgaatccaggagctgttttttittttttgaaaagattaatgaaatagactg
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ctagccaaactaataaaggagaaaagagagaagaatcaaatagacaatagacacaataaaaagtgataa
aggggatatcaccactgatcccacagaaatacaaactaccatcagagaatactataaacacctctacgcaa
ataaactagaaaattgggaagaaatggatacattcctgaacgcatacaccctcccaagactaaaccaggaa
gaagttgaatccctgaatagaccaatagcaagttctgaaattgaggcagtaattagtagcctaccaaccaaaa
aaagcccaggaccagacagattcacagccgaagtctaccagaggtacaaagaggagctagtaccattcctt
ctgaaactattccaaacaatagaaaaagaaggactcctccctaactcattttatgaggccagcatcatcctgat
accaaaacctggcagagacacaacataaaggaaattcaggccaatatccctgatgaacattgatgtgaaaa
tcctcaataaaatactggcagcacatcaaaaagcttacctgccatgatcaagttggcttcatcecctgggatgea
aggctggttcaacatacgcaaatcaataaacgtaatcaatcacatacacagaaccaatgacaaaaaccaca
tgattatctcaatagatgcagaaaaggccttcgataaaattcaacaccccttcaatgctaagaactctcaataa
actaggtattgatgaaacatatctcaaaataataagagttatttatgacaaacccacagccagtatcatactgaa
tgggcaaaagctggaagcattccctttgaaaaccgccacaaggatgacttctctcaccactcctattcaacata
ctattggaagttctggccagggcaagcaggcaagacaaataaataaagggtattcaaataggaagagagg
aagtcaaattgtctctgtttgcagatgacatgattgtatatttagaaaaccccatcatctcagcccaaaatctcctta
agctgataagcaacttcagcaaagtctcaggatacaaaatcaatgtgcaaaaatcacaagcattcctataca
ccaataatagacaaacagccaaatcatgagtgaactcccattcacaagtgctacaaagaataaaataccta
ggaatccaacttacaagggatgtgaaggacctcttcaaggagaactacagaccactgctcaaggtaataag
agaggacacaaacaaatggaaaaacattccatgctcatggataggaagaatcaatattatgaaaatggcca
tactgcccaaaacaatttatagattcaatgccatccccatcaagctaccactgacttccttcacagaattagaaa
aaaactactttaaatttcatatggaactgaaaaaagagccggtatagccaagacgatcctaagcaaaaaga
aaaaagctggaagcatcatgctacctgacttcaaactatactacaaggctacagtaacaaaaacagcatggt
atagtataagtgcttttttttaaaagacaaagtaaagtaatttttttgttgttggggtaaaacaaaagctctgcataa
agagcagggatgttgtaacatacactgaccaaaggtgggaaacctacagttggagcagaagctgaatgtca
cattatcagctccgaacttataatggtctaaaagtactaggttaatgttggaaagatggtgccatttaaagatatct
taaattcaatatttaattattttaatttgacattatcctagagttgaatggtgtttacttaccatgtgctgttcattagaaa
atctagatcctacactgcctttgcgcaaggtagttgctctaataataccaacctgtccagttttggtgggagaaat
aatgttactgttaagttgcacttagtggttattatgtgtaatactggtattccaaagagagaaggaaaatgtttgcta
cacagctgtgttcttaggttcagaaaaccacaggagtgggacaggagaaccttcaggattcaggtccgattgtt
gtgatggccgcaggagggagactgtgaatttgaaactgcatccattgaaaagaaaatccctccacactttaat
aattctctccgtgccccatggcagcaagtgcttataggccttgctactcaaagcttaataaaaaggcagacctg
ctgaatcataatctgcatcttaacaatatccccagatattgtctgcactttctitttttttttcttictttcttcttcttttttttga
gacagagtctcgctcagtcacccaggctggagtgcagtggegegatctcggetcactgcaagctctgacteec
gggttcacgccattctcctgecttagactcccgagtagctggeactacaggegeccgecactacgeccggcta
atttttttgtatttttagtagagatggggtttcaccgtgttagccaggatggtctcgatctectgacctegtgatccgec
gcccatctgggcctcccaaagtgetgggattacaggcegtgagecactgecgeccggccaattgtctgeactttca
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agtctaagaagcactgtcccaggaggaaaatctttttagtctgaggcttctctcttgcactctectttttaaaaatat
gctgctecttctccacctttcectcttcttcecgecttttetgtetgectttactacctceecctgaacattcaacttgtagaa
gagttcccctttctctgaattgcattcttcacticattcattcttttctctctctgtctatggtticctattttttgtcggttttccct
cacctcacctccttgttattttttgccattgttcacatatcactgccctttcagacccatatctagcttctgacccatcca
ctaatccattgccactaatttattcagcatgcccatgccatttattaatgtaaatatttgcacatacttgttctatcatge
ccatttttctaccttttaaattgtatatacacagacacatgtgaatgacatatttcactatttaaaaggtagaaaaat
gtatatcgtggtacaaagtgatacattgagtatctgtgcccagtitcaagatgagaataagtgagaggtgaagc
ctcatgagtcacgtcacctacacgctactgtctttcattccatctgcagtactgccacacatttggttagttctccaat
tgctgtcacattgacatcgagttggatctgaacagcgtacctggggagacgaagtattggtatctttgcttaaatg
gagtgatttactgagagacaaagtgacatctttaagatcagatagcaagttactgcaccaggagcgcgaccttt
cctgttttgttgttttccctctgtcaaatgcecttctggtetccatgaatctctecttccacatatgataaaaatgcaaagt
ctcataagcattcacagctcaggaagcctcaggctagttggggagaaaagactgggaggtttccggaggaat
gaagtcctctgagcagagaggttaattcatcttgctgtaaaacaaaatagaaaataagttcccctcaataagtg
aacgtaatacaaagacaaatgtggttggtgccagaggccaggaagaagttcttgtgagaataggtgcagag
aagagctaggccctggctgagtttaaaccttgacttagtcactgtgggactctgggtgagttactccatggattga
tggctgggtcatggagataatagtacctaattcatacaggtactgtgagaagtaaatggaatatttcacgttaagt
gtttaacggtgcgtttaaatgctaggtgctattattattaatttttaaattaactttgccatgttttgtgtcttccectctetgt
gcttcctttctitagtatgagccgcacagcectacacggtgggagecctgettetectettggggaccctgetgecg
gctgctgaagggaaaaagaaagggtcccaaggtgecatcccceegecagacaaggeccagcacaatga
ctcagagcagactcagtcgccccagcagcectggctccaggaaccgggggcggggecaagggeggggea
ctgccatgcccggggaggaggtgctggagtccagecaagaggcecctgecatgtgacggagegcaaatacct
gaagcgagactggtgcaaaacccagccgcttaagcagaccatccacgaggaaggctgcaacagtcgeac
catcatcaaccgcttctgttacggccagtgcaactctttctacatccccaggcacatccggaaggaggaaggtt
cctttcagtcctgetecttctgcaagcccaagaaattcactaccatgatggtcacactcaactgcecctgaactac
agccacctaccaagaagaagagagtcacacgtgtgaagcagtgtcgttgcatatccatcgatttggattaagc
caaatccaggtgcacccagcatgtcctaggaatgcagccccaggaagtcccagacctaaaacaaccagatt
cttacttggcttaaacctagaggccagaagaacccccagctgcctcctggcaggagectgcttgtgegtagtte
gtgtgcatgagtgtggatgggtgcctgtgggtgtttitagacaccagagaaaacacagtctctgctagagagca
ctccctattttgtaaacatatctgctttaatggggatgtaccagaaacccacctcaccccggcetcacatctaaagg
ggcggggceegtggtetggtictgactttgtgtttttgtgcectectggggaccagaatctectttcggaatgaatgttc
atggaagaggctcctctgagggcaagagacctgttttagtgctgcattcgacatggaaaagtccttttaacctgt
gcttgcatcctectttcctectectectcacaatccatctcttcttaagttgatagtgactatgtcagtctaatctcttgttt
gccaaggttcctaaattaattcacttaaccatgatgcaaatgtttttcattttgtgaagaccctccagactctggga
gaggctggtgtgggcaaggacaagcaggatagtggagtgagaaagggagggtggagggtgaggccaaa
tcaggtccagcaaaagtcagtagggacattgcagaagcttgaaaggccaataccagaacacaggctgatg
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cttctgagaaagtcttttcctagtatttaacagaacccaagtgaacagaggagaaatgagattgccagaaagt
gattaactttggccgttgcaatctgctcaaacctaacaccaaactgaaaacataaatactgaccactcctatgtt
cggacccaagcaagttagctaaaccaaaccaactcctctgctttgtccctcaggtggaaaagagaggtagtit
agaactctctgcataggggtgggaattaatcaaaaaccgcagaggctgaaattcctaatacctttcctttatcgt
ggttatagtcagctcatttccattccactatttcccataatgcttctgagagccactaacttgattgataaagatcctg
cctctgctgagtgtacctgacagtagtctaagatgagagagtttagggactactctgttttagcaagagatattttg
ggggtctttttgttttaactattgtcaggagattgggctaaagagaagacgacgagagtaaggaaataaaggg
aattgcctctggctagagagtagttaggtgttaatacctggtagagatgtaagggatatgacctccctttctttatgt
gctcactgaggatctgaggggaccctgttaggagagcatagcatcatgatgtattagctgttcatctgctactggt
tggatggacataactattgtaactattcagtatttactggtaggcactgtcctctgattaaacttggcctactggcaa
tggctacttaggattgatctaagggccaaagtgcagggtgggtgaactttattgtactttggatttggttaacctgttt
tcttcaagcctgaggttttatatacaaactccctgaatactctttttgecttgtatcttctcagcectcctagccaagtect
atgtaatatggaaaacaaacactgcagacttgagattcagttgccgatcaaggctctggcattcagagaaccc
ttgcaactcgagaagctgtttttatttcgtttttgttttgatccagtgctctcccatctaacaactaaacaggagccattt
caaggcgggagatattttaaacacccaaaatgttgggtctgattttcaaacttttaaactcactactgatgattctc
acgctaggcgaatttgtccaaacacatagtgtgtgtgttttgtatacactgtatgaccccaccccaaatctttgtatt
gtccacattctccaacaataaagcacagagtggatttaattaagcacacaaatgctaaggcagaattttgagg
gtgggagagaagaaaagggaaagaagctgaaaatgtaaaaccacaccagggaggaaaaatgacattca
gaaccagcaaacactgaatttctcttgttgttttaactctgccacaagaatgcaatttcgttaacggagatgactta
agttggcagcagtaatcttcttttaggagcttgtaccacagtcttgcacataagtgcagatttggctcaagtaaag
agaatttcctcaacactaacttcactgggataatcagcagcgtaactaccctaaaagcatatcactagccaaa
gagggaaatatctgttcttcttactgtgcctatattaagactagtacaaatgtggtgtgtcttccaactttcattgaaa
atgccatatctataccatattttattcgagtcactgatgatgtaatgatatattttttcattattatagtagaatatttttatg
gcaagatatttgtggtcttgatcatacctattaaaataatgccaaacaccaaatatgaattttatgatgtacactttg
tgcttggcattaaaagaaaaaaacacacatcctggaagtctgtaagttgtttttgttactgtaggtcttcaaagtta
agagtgtaagtgaaaaatctggaggagaggataatttccactgtgtggaatgtgaatagttaaatgaaaagtta
tggttatttaatgtaattattacttcaaatcctitggtcactgtgatttcaagcatgttttctititctectttatatgactttcte
tgagttgggcaaagaagaagctgacacaccgtatgttgttagagtcttttatctggtcaggggaaacaaaatctt
gacccagctgaacatgtcttcctgagtcagtgcctgaatctttattttttaaattgaatgttccttaaaggttaacattt
ctaaagcaatattaagaaagactttaaatgttattttggaagacttacgatgcatgtatacaaacgaatagcaga
taatgatgactagttcacacataaagtccttttaaggagaaaatctaaaatgaaaagtggataaacagaacatt
tataagtgatcagttaatgcctaagagtgaaagtagttctattgacattcctcaagatatttaatatcaactgcatta
tgtattatgtctgcttaaatcatttaaaaacggcaaagaattatatagactatgaggtaccttgctgtgtaggagga
tgaaaggggagttgatagtctcataaaactaatttggcttcaagtttcatgaatctgtaactagaatttaattttcac
cccaataatgttctatatagcctitgctaaagagcaactaataaattaaacctattctttctgtg
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SEQ ID NO: 37 (Gremlin-1 humano; secuencia de codificacién)
atgagccgcacagcctacacggtgggagccctgcttctcctcttggggaccctgetgecggcetgctgaaggga
aaaagaaagggtcccaaggtgccatccccccgccagacaaggceccagcacaatgactcagagcagactc
agtcgccccagcagcectggctccaggaaccgggggcggggcecaagggcggggcactgecatgecccggg
gaggaggtgctggagtccagccaagaggccctgcatgtgacggagcgcaaatacctgaagcgagactggt
gcaaaacccagccgcttaagcagaccatccacgaggaaggctgcaacagtcgcaccatcatcaaccgctt
ctgttacggccagtgcaactctttctacatccccaggcacatccggaaggaggaaggttcctttcagtectgete
cttctgcaagcccaagaaattcactaccatgatggtcacactcaactgccctgaactacagccacctaccaag
aagaagagagtcacacgtgtgaagcagtgtcgttgcatatccatcgatttggattaa
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