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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-miostatina

Campo de la invencién

La presente invenciéon pertenece al campo de la medicina, particularmente al campo de anticuerpos monoclonales
contra miostatina. Mas especificamente, la presente invencioén se refiere a anticuerpos monoclonales anti-miostatina
que se unen preferentemente a miostatina sobre GDF-11 y son resistentes a la escision proteica, y al uso de los
anticuerpos para el tratamiento, profilaxis o diagndéstico de diversos trastornos o afecciones en mamiferos y especies
aviares.

Antecedentes de la invencion

La miostatina, también mencionada como factor 8 de diferenciacion del crecimiento (GDF-8), es un miembro de la
superfamilia de proteinas TGF-f, que comparte similitudes estructurales con otros miembros de la familia TGF-f. La
miostatina se expresa en gran medida en el musculo esquelético en desarrollo y adulto y funciona como regulador
negativo del musculo esquelético. La miostatina también puede estar implicada en otros procesos fisioldgicos
incluyendo la diferenciacion de preadipocitos en adipocitos y, indirectamente, con la homeostasis de la glucosa y la
inhibicion de la formacion de huesos.

El factor 11 de diferenciacién del crecimiento, también conocido como GDF-11 o BMP-11, es el miembro de la
superfamilia de proteinas TGF-p que es el mas homologo a miostatina. La secuencia de aminoacidos de las formas
maduras de miostatina humana y GDF-11 son aproximadamente un 90% idénticas; sin embargo, GDF-11 se
expresa en una gama mas amplia de tejidos que la miostatina, incluyendo la pulpa dental, cerebro, corazén, rifién y
pulmén asi como tejido muscular y adiposo. Recientemente se ha descubierto que GDF-11 humano gobierna las
ventanas temporales durante las cuales los progenitores multipotentes retienen la competencia para producir distinta
descendencia neural.

Existe la necesidad terapéutica de inhibir especificamente una actividad miostatina inhibiendo minimamente al
mismo tiempo una actividad de otras proteinas de la superfamilia TGF-, particularmente GDF-11. Ademas, existe la
necesidad de diagnodstico de un anticuerpo anti-miostatina que reaccione de forma cruzada minimamente con ofra
proteina de la superfamilia TGF-B, particularmente GDF-11, para controlar de forma mas precisa o determinar los
niveles de miostatina en una muestra. Los anticuerpos anti-miostatina que se unen preferentemente a miostatina
sobre GDF-11 se desvelan en la publicacion internacional nimero WO 2005/094446. Los anticuerpos monoclonales
humanizados que se unen preferentemente a miostatina sobre GDF-11 se desvelan en la publicacién internacional
namero WO 2007/044411.

Los anticuerpos terapéuticos pueden someterse a una diversidad de reacciones de degradacion, por ejemplo,
desamidacion o escision, que pueden suceder in vivo o durante la fabricacion, formulacion, almacenamiento y uso
terapéutico. Por ejemplo, los restos de asparagina (Asn) en anticuerpos u otros polipéptidos son particularmente
susceptibles a escision en solucién acuosa. Por tanto, existe la necesidad de un anticuerpo anti-miostatina que se
una preferentemente a miostatina sobre GDF-11, tenga una fuerte afinidad de union por miostatina (es decir, no
mayor de aproximadamente 3 x 10® M) y sea resistente a degradacion quimica.

Sumario de la invenciéon

Los anticuerpos de la invencion se unen preferentemente a miostatina sobre GDF-11, es decir, son
significativamente menos reactivos con GDF-11 que con miostatina. Un anticuerpo de la invencion se une a
miostatina al menos aproximadamente 2, 3, 5, 10, 20, 22, 6 25 veces mas de lo que se une a GDF-11 medido por
una técnica en la materia, por ejemplo, por ELISA de competicion, o por ensayo BIACORE o KINEXA para
demostrar la mayor afinidad (es decir, inferior Kp) del anticuerpo por GDF-8 que GDF-11. Mas preferentemente, los
anticuerpos de la invencion no se unen a GDF-11 por encima de los niveles umbral en el ensayo de unién usado.

La presente invencién abarca un anticuerpo monoclonal anti-miostatina que se une preferentemente a miostatina
sobre el factor 11 de diferenciaciéon del crecimiento (GDF-11), en el que dicho anticuerpo se une a miostatina con
una afinidad no superior a aproximadamente 3 x 10 M y en el que al menos el 98% del anticuerpo monoclonal no
se escinde cuando esta presente durante un afio a 4°C, seis meses a 25°C, dos meses a 37°C o cuatro semanas a
40°C en una solucioén de anticuerpo. Una solucion ejemplar de anticuerpo comprende 1 mg/ml de un anticuerpo de la
invencion, fosfato 10 mM, pH 7,4, y NaCl 150 mM. Preferentemente, los anticuerpos de la invencion se caracterizan
adicionalmente porque tienen una Clsp de menos de 25 nM, en el ensayo in vitro de miostatina/indicador SBE
descrito en el Ejemplo 4 en el presente documento.

En una realizacion, un anticuerpo de la invencion es resistente a degradacion quimica, es decir, el 100%, 99%, 98%,
97%, 96%, 6 95% de los anticuerpos no se escinden, cuando estan presentes en una solucién de anticuerpo durante
un tiempo y temperatura seleccionados entre el grupo que consiste en: un afio a 4°C, seis meses a 25°C, dos meses
a 37°C o cuatro semanas a 40°C en una solucién de anticuerpo. Un tiempo y temperatura preferidos es cuatro
semanas a 40°C.
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En una realizacion, los anticuerpos de la invencién se caracterizan adicionalmente porque se unen a miostatina
dentro del dominio que abarca los aminoacidos 40-64 [ANYCSGECEFVFLQKYPHTHLVHQA (SEC ID N° 29) para
seres humanos], 43-57 [CSGECEFVFLQKYPH (SEC ID N° 30) para seres humanos] o 45-59
[GECEFVFLQKYPHTH (SEC ID N° 31) para seres humanos] de miostatina madura. En otra realizacion, los
anticuerpos de la invencion se caracterizan adicionalmente porque se unen a un polipéptido que consta de los
aminoacidos 40-64, 43-57 6 45-59 de miostatina madura.

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencién, se proporciona un anticuerpo de la invencion que
comprende una HCVR y un LCVR, en el que dicha HCVR comprende un péptido en CDRH1 con una secuencia
mostrada en la SEC ID N° 24, un péptido en CDRH2 con la secuencia mostrada en la SEC ID N° 26, y un péptido en
CDRH3 con la secuencia mostrada en la SEC ID N° 28, y en el que dicha LCVR comprende un péptido en CDRLA1
con la secuencia mostrada en la SEC ID N° 13, un péptido en CDRL2 con la secuencia mostrada en la SEC ID N°
14, y un péptido en CDRL3 con la secuencia seleccionada entre las SEC ID N° 21, y 22.

En una realizacion, un anticuerpo de la invencién comprende adicionalmente una region constante, en el que dicha
region constante se origina a partir del genoma humano o el genoma de un animal seleccionado entre animales
domésticos, animales para deportes y animales como fuente de alimento.

En otra realizacion, un anticuerpo monoclonal de la invencién comprende una HCVR con una secuencia mostrada
en la SEC ID N° 12 y una LCVR con una secuencia seleccionada entre el grupo que consiste enlas SECID N° 9 y
10.

En una realizacion mas preferida, un anticuerpo de la invencion comprende una cadena ligera con una secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 32 y una cadena pesada con una secuencia de aminoacidos mostrada en la
SEC ID N° 33.

De acuerdo con un aspecto adicional, la invencion proporciona una composicion (por ejemplo, una composicion
farmacéutica) que comprende un anticuerpo de la invencién. La composicion de la invencion puede comprender
adicionalmente un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En dicha composicién, el anticuerpo de la invencion es el
principio activo. Preferentemente, la composicion comprende una poblacién homogénea o sustancialmente
homogénea de un anticuerpo anti-miostatina de la invencion. La composicion para uso terapéutico o profilactico es
estéril, puede liofilizarse, y se suministra preferentemente con un diluyente apropiado.

La invencidn proporciona un procedimiento para inhibir al menos una actividad biolégica de miostatina en un animal,
preferente un mamifero o especie aviar, preferentemente un ser humano, que lo necesite, que comprende
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz o una cantidad profilacticamente eficaz de un anticuerpo
monoclonal anti-miostatina de la invencién a dicho mamifero o especie aviar. La invenciéon proporciona
adicionalmente un procedimiento para potenciar la masa muscular o tratar o prevenir una enfermedad o trastorno o
afeccion mejorada por la neutralizacion o antagonismo de una bioactividad de miostatina que comprende administrar
a un paciente (por ejemplo, un ser humano) que necesite dicho tratamiento o prevencion una cantidad terapéutica o
profilacticamente eficaz de un anticuerpo de la invencion.

La invencion abarca un anticuerpo de la invencion para su uso en terapia.

Adicionalmente se proporciona un anticuerpo de la presente invencién para su uso en el tratamiento o prevencién de
pérdida muscular, debilidad, sarcopenia relacionada con la edad, atrofia por desuso o caquexia.

La invencién abarca el uso de un anticuerpo de la invencién para la preparaciéon de un medicamento para el
tratamiento de pérdida muscular, debilidad, sarcopenia relacionada con la edad, atrofia por desuso y caquexia.

La invencién abarca el uso de un anticuerpo de la invencién para la preparacién de un medicamento para la
prevencion de pérdida muscular, debilidad, sarcopenia relacionada con la edad, atrofia por desuso y caquexia.

La invencioén abarca el procedimiento para tratar la pérdida muscular, debilidad, sarcopenia relacionada con la edad,
atrofia por desuso y caquexia en un mamifero, preferentemente un ser humano, en necesidad del mismo
administrando una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo de la invencion.

De acuerdo con la presente invencién, también se proporciona un anticuerpo para su uso en el aumento de la masa
muscular en un sujeto que lo necesite.

La invencion abarca el procedimiento de prevenir la pérdida muscular, debilidad, sarcopenia relacionada con la
edad, atrofia por desuso y caquexia en un mamifero, preferentemente un ser humano, que lo necesite administrando
una cantidad profilacticamente eficaz de un anticuerpo de la invencién.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1A muestra la alineacion de la secuencia de aminoacidos de la forma madura de miostatina humana y
GDF-11 humano con el epitopo antigénico de Mab 510C2 y C12 y sus variantes subrayadas y los restos dentro
del epitopo antigénico que difieren entre miostatina y GDF-11 en letra negrita.
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La Fig. 1B enumera los epitopos antigénicos a los que se unen los Mab 510C2 y C12 y sus variantes.

Las Fig. 2A y B muestran las secuencias de aminoacidos de las regiones variables de los Mab precursores
510C2 y C12 respectivamente, asi como varias variantes, incluyendo dominios CDR vy regiones flanqueantes.
Los dominios CDR estan en letra negrita y las variaciones en los dominios CDR estan subrayadas.

La Fig. 3 muestra la alineacion de la secuencia de aminoacidos de los dominios CDR de los Mab precursores
510C2 y C12 y anticuerpos desvelados. Las variaciones estan en letra negrita y subrayadas.

La Fig. 4 enumera las secuencias de aminoacidos de la cadena ligera y cadena pesada de un anticuerpo
monoclonal de la invencién, es decir, N93H-C12.

Las Fig. 5A y B comparan la afinidad de union de ciertos anticuerpos monoclonales con la de su anticuerpo
precursor determinada por ELISA.

Descripcion detallada de la invencién

Definiciones

Cuando se usa en el presente documento, la expresion "miostatina madura" (véase la SEC ID N° 1 para especies
humana, murina, de rata, pollo, pavo, canina, equina y porcina) se refiere a la forma monomérica u homodimérica de
la proteina resultante después de escision proteolitica, es decir, para seres humanos en Arg 266 de la forma
proproteica de 375 aminoacidos de miostatina. Cuando se usa en el presente documento, el término "miostatina”, se
refiere a miostatina madura salvo que se indique de otro modo en el presente documento.

Un anticuerpo de longitud completa como existe en la naturaleza es una molécula de inmunoglobulina compuesta
por cuatro cadenas peptidicas, dos cadenas pesadas (H) (de aproximadamente 50-70 kDa cuando son de longitud
completa) y dos cadenas ligeras (L) (de aproximadamente 25 kDa cuando son de longitud completa) interconectadas
por enlaces disulfuro. La parte amino-terminal de cada cadena incluye una region variable de aproximadamente 100-
110 o mas aminoacidos principalmente responsable del reconocimiento de antigeno. La parte carboxi-terminal de
cada cadena define una region constante principalmente responsable de la funcién efectora.

Las cadenas ligeras se clasifican como kappa o lambda y se caracterizan por una regién constante particular
conocida en la técnica. Cada tipo de cadena pesada esta caracterizada por una region constante particular conocida
en la técnica. IgG1 e IgG4 son isotipos preferidos para anticuerpos de la invencion. Cada cadena pesada esta
compuesta por una region variable de cadena pesada N-terminal (en el presente documento "HCVR") y una region
constante de cadena pesada. La region constante de cadena pesada esta compuesta por tres dominios (CH1, CH2,
y CH3) para IgG, IgD, e IgA; y 4 dominios (CH1, CH2, CH3, y CH4) para IgM e IgE. Cada cadena ligera esta
compuesta por una region variable de cadena ligera (en el presente documento "LCVR") y una region constante de
cadena ligera, CL. Las regiones HCVR y LCVR pueden subdividirse adicionalmente en regiones de hipervariabilidad,
llamadas regiones determinantes de complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que estan mas
conservadas, llamadas regiones flanqueantes (FR). Cada HCVR y LCVR esta compuesta por tres CDR y cuatro FR,
dispuestas de amino-terminal a carboxi-terminal en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, y FR4.
En el presente documento, las 3 CDR de la cadena pesada se mencionan como "CDRH1, CDRH2, y CDRH3"y las 3
CDR de la cadena ligera se mencionan como "CDRL1, CDRL2, y CDRL3". Las CDR contienen la mayoria de los
restos que forman interacciones especificas con el antigeno. La asignacion de aminoacidos a cada dominio es de
acuerdo a convenciones bien conocidas [Kabat, "Sequences of Proteins of Immunological Interest," National
Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)]. La capacidad funcional de un anticuerpo de unirse a un antigeno
particular esta en gran medida influenciada por las seis CDR.

El término "anticuerpo”, en referencia a un anticuerpo monoclonal anti-miostatina de la invencion (o simplemente,
"anticuerpo monoclonal de la invencion" o "anticuerpo de la invencién"), como se usa en el presente documento, se
refiere a un anticuerpo monoclonal. Un "anticuerpo monoclonal" o "Mab" como se usa en el presente documento se
refiere a un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo completamente humano, salvo que se
indique otra cosa en el presente documento. Preferentemente, un anticuerpo monoclonal de la invencion existe en
una poblacion homogénea o sustancialmente homogénea. Los anticuerpos monoclonales de la invencion pueden
producirse usando técnicas de hibridoma bien conocidas en la técnica, asi como tecnologias recombinantes,
tecnologias de presentacion en fagos, tecnologias sintéticas o combinaciones de dichas tecnologias u otras
tecnologias facilmente conocidas en la técnica. "Anticuerpo monoclonal” se refiere a un anticuerpo que se obtiene de
una unica copia o clon, incluyendo, por ejemplo, cualquier clon eucariota, procariota o fagico, y no al procedimiento
por el cual se produce. Un "anticuerpo monoclonal" puede ser un anticuerpo intacto (que comprende una region Fc
completa o de longitud completa), un anticuerpo sustancialmente intacto, o una parte o fragmento de un anticuerpo
que comprende una parte de unién a antigeno, por ejemplo, un fragmento Fab, fragmento Fab' o fragmento F(ab');
de un anticuerpo quimérico, humanizado o humano.

Las regiones variables de cada par de cadenas ligera/pesada forman los sitios de union a antigeno del anticuerpo.
Por tanto, un anticuerpo IgG intacto tiene dos sitios de unién. Excepto en anticuerpos bifuncionales y biespecificos,
los dos sitios de unidn son iguales. Como se usa en el presente documento, la "parte de union a antigeno" o "region
de unién a antigeno" o "fragmento de unién a antigeno" se refiere de forma intercambiable a esa parte de una
molécula de anticuerpo, dentro de la region variable, que contiene los restos de aminoacidos que interaccionan con
un antigeno y confieren al anticuerpo su especificidad y afinidad por el antigeno. La parte de unién a antigeno del
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anticuerpo incluye restos de aminoacidos flanqueantes necesarios para mantener la conformacion apropiada de los
restos de union a antigeno. Preferentemente, las regiones flanqueantes de los anticuerpos de la invencion son de
origen humano o sustancialmente de origen humano (al menos un 85%, 90%, 95%, 97% o 99% de origen humano).

Ademas, un "anticuerpo monoclonal® como se usa en el presente documento puede ser un fragmento Fv
monocatenario que puede producirse uniendo el ADN que codifica la LCVR y HCVR con una secuencia enlazadora.
(Véase, Pluckthun, The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds., Springer-Verlag,
Nueva York, pag. 269-315, 1994). Se entiende que independientemente de si los fragmentos o partes se
especifican, el término "anticuerpo” como se usa en el presente documento incluye dichos fragmentos o partes asi
como formas monocatenarias. Siempre que la proteina retenga la capacidad de unirse especifica o preferentemente
a su diana pretendida (es decir, epitopo o antigeno), se incluye dentro del término "anticuerpo”.

Un anticuerpo "precursor"”, como se usa en el presente documento, es uno que esta codificado por una secuencia de
aminoacidos usada para la preparaciéon de un anticuerpo modificado o variante. El anticuerpo precursor puede tener
una region flanqueante murina, pero preferentemente tiene una region flanqueante humana. El anticuerpo precursor
puede ser un anticuerpo murino, quimérico, humanizado o humano.

Un anticuerpo anti-miostatina "modificado" o "variante" se refiere en el presente documento a una molécula que
difiere en la secuencia de aminoacidos de una secuencia de aminoacidos de anticuerpo anti-miostatina "precursor”
en virtud de la adicion, delecién y/o sustitucién de uno o mas restos de aminoacidos en la secuencia de anticuerpo
precursor. En una realizacion preferida, el anticuerpo variante comprende una o mas sustituciones de aminoacido en
la region variable en comparacion con el anticuerpo precursor. Un anticuerpo de la invencion (un anticuerpo
variante) retiene la capacidad de su anticuerpo precursor de unirse preferentemente a miostatina sobre GDF-11,
tiene afinidad de union a miostatina similar a o0 mejor que la de su anticuerpo precursor y tiene propiedades de
estabilidad (es decir, propiedades de estabilidad quimica) que son superiores a las del anticuerpo precursor.

"Estabilidad quimica" se refiere a la capacidad de soportar la degradaciéon quimica, por ejemplo, escisién en un
enlace peptidico ("escision"). Los anticuerpos de la invencion que son "resistentes a degradacién quimica" como se
usa en el presente documento son resistentes a escision espontanea en un enlace peptidico y tienen estabilidad
quimica aumentada en comparacion con el anticuerpo precursor. Preferentemente, el 100%, 99%, 98%, 97%, 96%,
o el 95% de un anticuerpo de la invencion es resistente a degradacion quimica, es decir, no se escinde cuando esta
presente durante un afio a 4°C, seis meses a 25°C, dos meses a 37°C o cuatro semanas a 40°C en una solucién de
anticuerpo. Una solucién de anticuerpo es una solucién usada en una composicion farmacéutica de anticuerpo. Una
solucién de anticuerpo preferida comprende 1 mg/ml del anticuerpo, fosfato 10 mM, pH 7,4 y NaCl 150 mM.

Un anticuerpo anti-miostatina modificado de particular interés en el presente documento es un anticuerpo
monoclonal anti-miostatina con estabilidad quimica aumentada sobre la del anticuerpo precursor, en que un resto
Asn labil de un dipéptido Asn-Pro dentro del anticuerpo precursor esta eliminado, preferentemente por sustitucion
con un resto de aminoacido natural, incluso mas preferentemente por sustitucion con un resto de histidina (H), serina
(8S), treonina (T), alanina (A), o arginina (R). Ademas, dicho anticuerpo modificado se caracteriza porque se une
preferentemente a miostatina sobre GDF-11 y porque tiene una Kp para miostatina de menos de aproximadamente 3
x 10 M, preferentemente caracterizado adicionalmente porque tiene una Clso de menos de 25 nM en un ensayo in
vitro de miostatina/indicador SBE como se expone en el Ejemplo 4 en el presente documento.

La expresion "resto Asn labil", como se usa en el presente documento, se refiere a un resto de asparagina en un
anticuerpo, proteina, o polipéptido, en el que puede suceder desamidaciéon espontanea o escisién del enlace
peptidico in vitro o in vivo.

El término "escindido o escisidon", como se usa en el presente documento, se refiere a escisién de un enlace
peptidico en un anticuerpo. Un sitio de escisién de particular interés es un resto Asn en un anticuerpo, en el extremo
amino o carboxi del resto Asn. La escision de un anticuerpo puede conducir a una reduccién de la estabilidad y/o la
reduccion o pérdida de la actividad de una proteina, o pérdida de la afinidad de unién de un anticuerpo. La
modificacion espontanea que conduce a escision puede suceder ex vivo durante la preparacion del agente
terapéutico formulado, impactando de forma negativa sobre la fabricacion y almacenamiento del agente
farmacéutico. La escisién también puede suceder ex vivo durante la fabricaciéon o almacenamiento del anticuerpo.
Ademas, la modificacion espontanea puede suceder in vivo afectando a la eficacia de la proteina o anticuerpo y la
duracién de accion. Sin embargo, sustituir simplemente un aminoacido en un sitio de escision por cualquier otro
aminoacido puede impactar negativamente sobre una bioactividad deseada de un anticuerpo, por ejemplo, la
afinidad de union o neutralizacion.

El término "epitopo” se refiere a esa parte de una molécula capaz de reconocerse y unirse por un anticuerpo en una
0 mas regiones de unién a antigeno del anticuerpo. Los epitopos a menudo constan de una agrupacion superficial
quimicamente activa de moléculas tales como aminoacidos o cadenas laterales de azicar y tienen caracteristicas
estructurales tridimensionales especificas asi como caracteristicas de carga especificas.

El término "epitopo”, como se usa en el presente documento, se refiere adicionalmente a una parte de un polipéptido
que tiene actividad antigénica y/o inmunogénica en un animal, preferentemente un mamifero, por ejemplo, un ratén o
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un ser humano. La expresion epitopo antigénico”, como se usa en el presente documento, se define como una parte
de un polipéptido al cual puede unirse especificamente un anticuerpo como se determina por cualquier
procedimiento bien conocido en la técnica, por ejemplo, por inmunoensayos convencionales. Los epitopos
antigénicos no tienen que ser necesariamente inmunogénicos, pero pueden ser inmunogénicos. Un "epitopo
inmunogénico”, como se usa en el presente documento, se define como una parte de un polipéptido que provoca
una respuesta de anticuerpo en un animal, determinada por cualquier procedimiento conocido en la técnica. (Véase,
por ejemplo, Geysen y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3998-4002 (1983)).

Las expresiones "propiedad biolégica" o "bioactividad", "actividad" o "actividad biolégica", en referencia a un
anticuerpo de la presente invencion, se usan de forma intercambiable en el presente documento e incluyen, aunque
sin limitacion, afinidad y especificidad de epitopo/antigeno, capacidad de neutralizar o antagonizar una actividad de
miostatina in vivo o in vitro, Clsp en un ensayo de miostatina/indicador SBE como se muestra en el Ejemplo 4 en el
presente documento, u otro ensayo de actividad in vitro, la estabilidad in vitro o in vivo del anticuerpo. Otras
propiedades bioldgicas identificables de un anticuerpo incluyen, por ejemplo, reactividad cruzada (es decir, con
homologos no humanos del péptido diana, o con otras proteinas o tejidos, generalmente y capacidad de conservar
niveles de expresion elevados de proteina en células de mamifero). Las propiedades o caracteristicas mencionadas
anteriormente pueden observarse o medirse o evaluarse usando técnicas reconocidas en la técnica incluyendo,
aunque sin limitacion, ELISA, ELISA competitivo, andlisis de resonancia de plasma superficial, ensayos de
neutralizacion in vitro e in vivo sin limite, unién a receptor, ensayos BIACORE o KINEXA, produccion y/o secrecion
de citoquinas o factores de crecimiento, desarrollo de hemisferio animal de Xenopus, transduccién de sefales e
inmunohistoquimica con secciones tisulares de diferentes fuentes incluyendo ser humano, primate, o cualquier otra
fuente segun pueda ser la necesidad.

La expresioén "actividad miostatina" como se usa en el presente documento se refiere a una o mas de las actividades
reguladoras del crecimiento fisiolégico o morfogenéticas asociadas con la proteina miostatina activa. Por ejemplo, la
miostatina activa es un regulador negativo de la masa de musculo esquelético. La miostatina activa también puede
modular la produccién de enzimas especificas musculares (por ejemplo, creatina quinasa), estimular la proliferacion
de mioblastos, y modular la diferenciacion de preadipocitos en adipocitos.

El término "inhibir" o "neutralizar" como se usan en el presente documento, respecto a una actividad de un
anticuerpo de la invencion significa la capacidad de antagonizar, prohibir, evitar, restringir, ralentizar, alterar,
eliminar, detener, reducir o invertir sustancialmente, por ejemplo, el progreso o la gravedad de aquello que se esta
inhibiendo incluyendo, aunque sin limitacién, una actividad biolégica. La inhibicion o neutralizacion es
preferentemente de al menos aproximadamente el 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% o
superior de la actividad en ausencia del anticuerpo.

Los términos "individuo", "sujeto”, y "paciente", usados de forma intercambiable en el presente documento, se
refieren a un animal, preferentemente un mamifero (incluyendo un no primate y un primate) o especies aviares,
incluyendo, aunque sin limitacion, animales murinos, simios, seres humanos, animales mamiferos de granja (por
ejemplo, bovinos, porcinos, ovinos), animales mamiferos para deportes (por ejemplo, equinos), y mascotas
mamiferas (por ejemplo, caninas y felinas); preferentemente el término se refiere a seres humanos. El término
también se refiere a especies aviares incluyendo, aunque sin limitacién, pollos y pavos. En una cierta realizacion, el
sujeto, preferentemente un mamifero, mas preferentemente un ser humano, esta adicionalmente caracterizado con
una enfermedad o trastorno o afeccién que se beneficiaria de un nivel disminuido o bioactividad disminuida de
miostatina. En otra realizacion el sujeto, preferentemente un mamifero, preferentemente un ser humano, esta
caracterizado adicionalmente como en riesgo de desarrollar un trastorno, enfermedad o afeccién que se beneficiaria
de un nivel disminuido de miostatina o una bioactividad disminuida de miostatina.

Caracterizacién de anticuerpo

La invencioén presenta un anticuerpo que se une preferentemente a miostatina sobre GDF-11 y es mas estable que
el anticuerpo precursor (es decir, mas resistente a degradacion quimica que el anticuerpo precursor) manteniendo al
mismo tiempo, o mejorando, la afinidad de unién por miostatina mostrada por el anticuerpo precursor. En una
realizacion, un resto Asn labil en CDRL3 del anticuerpo precursor, Mab C12 como se muestra en la Figura 2, esta
sustituido por un aminoacido diferente.

Las sustituciones preferidas de aminoacidos en un anticuerpo de la invencidon son aquellas que: (1) reducen la
susceptibilidad a degradacién quimica espontanea, es decir, escisién o desamidacion, y (2) mantienen la afinidad de
union al antigeno del anticuerpo mostrada por el anticuerpo precursor. En una realizacion preferida, el resto Asn en
la CDRL3 de Mab C12 esta remplazado por H o R.

En una realizacién, un anticuerpo de la invencion es resistente a degradacion quimica espontanea, es decir, el
100%, 99%, 98%, 97%, 96%, 0 95% de los anticuerpos no se escinden cuando estan presentes en una solucion de
anticuerpo durante un tiempo y temperaturas seleccionadas entre el grupo que consiste en un afio a 4°C, seis meses
a 25°C, dos meses a 37°C, y cuatro semanas a 40°C en una solucién de anticuerpo. Una solucion de anticuerpo es
cualquier solucién adecuada para una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo. Una solucién de
anticuerpo ejemplar comprende 1 mg/ml del anticuerpo, fosfato 10 mM, pH 7,4 y NaCl 150 mM.
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En una realizacion, los anticuerpos de la invencién se caracterizan ad|C|onaImente porque tlenen una fuerte aflnldad
de unién (Kp) por miostatina, es decir, menos de aproxmadamente 3x10°M, 1 x10%°Mo1x10° M,
preferentemente menos de aproximadamente 9 x 10" M, 8,7 x 10 M o mas preferentemente, menos de
aproximadamente 8 x 10" M. Como alternativa, Ios antlcuerpos de la |nvenC|on se caracterlzan por una Kp por
miostatina de no mas de aproxmadamente 3x10%M, 1x10%M, 1x10° Mo 9x 10"° M, mas preferentemente no
mas de aproximadamente 8,7 x 10" ™ y mas preferentemente no mas de aproximadamente 8 x 10" M. La afinidad
de unidn de un anticuerpo de la invencion es similar a o mejor que la de su anticuerpo precursor.

Preferentemente, los anticuerpos de la invencion caracterizados por una fuerte afinidad de unién como se ha
descrito anteriormente también tienen una Clso de menos de 25 nM, 20 nM, 16 nM, 14 nM, 10 nM, 9 nM, 6 nM, 0 5,2
nM en el ensayo in vitro de miostatina/indicador SBE expuesto en el Ejemplo 4 en el presente documento.
Preferentemente, la Clsp de un anticuerpo de la invencion es similar a o mejor que la de su anticuerpo precursor.
Todos los anticuerpos de la invencion son significativamente menos reactivos con GDF-11 que con miostatina, es
decir, se unen preferentemente a miostatina sobre GDF-11.

Los anticuerpos de la invencién son preferentemente anticuerpos quiméricos, humanizados o humanos o partes de
union a antigeno de los mismos y preferentemente se unen a miostatina dentro de la region de la forma madura de
miostatina que abarca los aminoacidos 40-64 o mas preferentemente dentro de la regién de la forma madura de
miostatina que abarca los aminoacidos 43-57 y/o 45/59. Ademas, los anticuerpos de la invencion neutralizan una
actividad biolégica de miostatina in vivo o in vitro. La unién especifica de anticuerpos monoclonales anti-miostatina
de la invencion permite a los anticuerpos de la invencion usarse como agentes terapéuticos o agentes profilacticos
para afecciones, enfermedades o trastornos asociados con miostatina, es decir, afecciones, enfermedades o
trastornos que se benefician de la disminucién de los niveles de miostatina o del antagonismo o inhibicién de una
actividad biolégica de miostatina. Ademas, los anticuerpos de la invencion pueden usarse para diagnosticar o
controlar afecciones, enfermedades o trastornos que se benefician de un nivel o bioactividad alterada de miostatina
o para determinar el nivel de miostatina en una muestra.

Los anticuerpos monoclonales anti-miostatina de la invencién se unen a un epitopo antigénico que se ha descubierto
que esta localizado dentro de los aminoacidos 40-64 (SEC ID N° 1 para seres humanos) de miostatina madura
preferentemente dentro de los aminoacidos 43-57 y/o 45-59 de miostatina madura. Ademas, un epitopo
inmunogénico de miostatina de la invencion esta localizado dentro de los aminoacidos 40-64 de miostatina madura
(SEC ID N° 1 para seres humanos), preferentemente dentro de los aminoacidos 43-57 y/o 45-59 de miostatina
madura de cualquier mamifero o especie aviar. También se contempla que un epitopo inmunogénico de la invencion
es un epitopo antigénico. Adicionalmente, restos de miostatina fuera de los aminoacidos 40-64 pueden afectar a la
estructura conformacional del dominio antigénico y de este modo alterar la union de un anticuerpo de la invencion al
epitopo antigénico.

Los anticuerpos monocatenarios, y los anticuerpos quiméricos, humanizados, asi como anticuerpos monocatenarios
quiméricos o con CDR injertada, y similares, que comprenden partes obtenidas de diferentes especies, también se
abarcan por la presente invencion y el término "anticuerpo” o "anticuerpo modificado". Las diversas partes de estos
anticuerpos pueden unirse juntas quimicamente por técnicas convencionales, sintéticamente, o pueden prepararse
como una proteina contigua usando técnicas de ingenieria genética. Por ejemplo, pueden expresarse los acidos
nucleicos que codifican una cadena quimérica o humanizada para producir una proteina contigua.

Ademas, también pueden producirse partes funcionales de anticuerpos, incluyendo partes de union a antigeno de
anticuerpos quiméricos, humanizados, humanos o monocatenarios. Las partes funcionales de los anticuerpos
anteriores retienen al menos una funcioén de unién a antigeno y/o funcion bioldgica o bioactividad del anticuerpo de
longitud completa del cual se obtienen. Las partes funcionales preferidas retienen una funcion de unién a antigeno
de un anticuerpo de longitud completa correspondiente (por ejemplo, la capacidad de unirse a una forma de
miostatina madura de mamifero). Partes funcionales particularmente preferidas o fragmentos retienen la capacidad
de inhibir una o mas funciones o bioactividades caracteristicas de una miostatina madura de mamifero, tal como una
actividad de union, una actividad de sefalizacion, y/o estimulacion de una respuesta celular. Por ejemplo, en una
realizacion, una parte funcional o fragmento puede inhibir la interacciéon de miostatina madura con uno o mas de sus
ligandos y/o puede inhibir una o mas funciones mediadas por receptor.

Las partes de anticuerpo o fragmentos capaces de unirse a miostatina madura o una parte de la misma
(preferentemente dentro de los aminoacidos 40-64, 43-57 y/o 45-59 de miostatina madura), incluyen, aunque sin
limitaciéon, fragmentos Fv, Fab, Fab' y F(ab'); y estan incluidos por la invencion. Dichos fragmentos pueden
producirse por escisién enzimatica o por técnicas recombinantes. Por ejemplo, la escision con papaina o pepsina
puede generar fragmentos Fab o F(ab'),, respectivamente. El fragmento de unién a antigeno mas pequefio es el Fv,
que consta de los dominios HCVR y LCVR. El fragmento Fab consta de los dominios HCVR-CH1 y LCVR-CL
covalentemente ligados por un enlace disulfuro entre las regiones constantes. Para superar la tendencia de los
dominios HCVR y LCVR no unidos covalentemente en el Fv de disociarse cuando se co-expresan en una célula
huésped, puede construirse un llamado fragmento Fv monocatenario (scFv), en el cual un polipéptido flexible y
adecuadamente largo une el extremo C-terminal del HCVR al extremo N-terminal del LCVR o el extremo C-terminal
del LCVR al extremo N-terminal del HCVR. Un enlazador habitualmente usado es un péptido de 15 restos (GlisSer)s,
pero también se conocen otros enlazadores en la técnica. Los anticuerpos también pueden producirse en una
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diversidad de formas truncadas usando genes de anticuerpo en los cuales se han introducido uno o mas codones de
parada cadena arriba del sitio de parada natural. Por ejemplo, puede disefiarse un gen quimérico que codifique una
parte de cadena pesada F(ab'); para incluir secuencias de ADN que codifiquen el dominio CH; y la regién bisagra de
la cadena pesada.

Identificacion de resto o restos Asn labiles

Estan disponibles muchos procedimientos para detectar y cuantificar las modificaciones espontaneas de restos Asn
labiles en una proteina, por ejemplo, un anticuerpo. La desamidacion, una modificacion que provoca la conversion
de un resto de asparagina en una mezcla de isoaspartato y aspartato que puede proporcionar una sefal para la
degradacién proteica, introduce carga negativa y cambios en la masa proteica (NH. frente OH, A= 1 Da) e
hidrofobicidad. Pueden usarse técnicas de separacion incluyendo procedimientos electronicos y cromatograficos,
tales como, IEF, clEF, electroforesis en gel de urea, HPLC de fase inversa, HPLC de intercambio i6nico, e
interaccion hidrofila, para separar y/o aislar formas desamidadas o escindidas de un anticuerpo, o una proteina o un
polipéptido. La cromatografia de intercambio idénico se usa ampliamente para aislar proteina desamidadas. La
localizacion y grado de las modificaciones espontaneas de un anticuerpo, o una proteina, o un polipéptido pueden
caracterizarse adicionalmente por cromatografia liquida/espectrometria de masas (CL/EM) y secuenciacion N-
terminal.

Sustitucién de resto o restos Asn labiles u otra modificacion de anticuerpos

Para eliminar, por ejemplo, por sustitucion de aminoacidos, un resto Asn labil en un anticuerpo, u otra proteina, el
resto Asn labil puede sustituirse con un Unico aminoacido. Es deseable que la sustitucion de aminoacido no altere
(es decir, negativamente), o altere minimamente (por ejemplo, el 10%, 5%, 4%, 3%, 2% o menos) la afinidad de
union anticuerpo:antigeno. Es adicionalmente deseable que la sustitucion de aminoacido no altere (es decir,
negativamente), o altere minimamente la neutralizacion del anticuerpo, la especificidad de epitopo y la capacidad del
anticuerpo de unirse preferentemente a miostatina sobre GDF-11. Puede usarse un ELISA para determinar los
efectos de la sustituciones de aminoacidos individuales sobre la afinidad de unién del anticuerpo de la invencion a
miostatina o un epitopo antigénico del mismo y el valor ELISA puede compararse con el de su anticuerpo precursor
(por ejemplo, anticuerpo C12 6 510C2) de union al mismo antigeno. Como alternativa, puede usarse un ensayo
BIACORE® o KINEXA® para medir la afinidad de unién de un anticuerpo.

Los anticuerpos de la invencion pueden adicionalmente mutagenizarse (o mutagenizarse antes de la eliminacion del
resto Asn cuya presencia contribuye a la inestabilidad del anticuerpo precursor), por ejemplo, dentro del dominio o
dominios CDR para crear un anticuerpo variante con una propiedad de interés optimizada, por ejemplo, afinidad de
union, Clso, especificidad, etc. Se prefiere un anticuerpo de la invencioén generado por sustitucion de aminoacidos y
tiene al menos un resto de aminoacido de la molécula de anticuerpo precursor eliminada y un resto diferente
insertado en su lugar. Los sitios de mayor interés para dicha mutagénesis de sustitucion incluyen las regiones CDR,
pero también se contemplan alteraciones en FR.

Un modo conveniente para generar variantes de sustitucion es maduracion de afinidad usando presentacion en
fagos. En resumen, se mutan varios sitios de la region CDR para generar todas las posibles sustituciones de
aminoacidos en cada sitio. Las variantes de anticuerpo generadas de este modo se presentan de un modo
monovalente a partir de particulas fagicas filamentosas en forma de fusiones al producto del gen Il de M13
empaquetado dentro de cada particula. Las variantes presentadas en fagos después se exploran para su actividad
biolégica (por ejemplo, afinidad de union, especificidad, Clsp) como se desvela en el presente documento. Para
identificar los sitios de la region CDR candidatos para modificacion, puede realizarse mutagénesis por barrido de
alanina para identificar los restos de la regiéon CDR que contribuyen significativamente a la unién de antigeno. Como
alternativa, o adicionalmente, puede ser beneficioso analizar una estructura cristalina del complejo antigeno-
anticuerpo para identificar los puntos de contacto entre el anticuerpo y la miostatina. Dichos restos de contacto y los
restos adyacentes son candidatos para sustitucion de acuerdo con las técnicas elaboradas en el presente
documento o conocidas en la técnica. Como alternativa, o adicionalmente, puede realizarse mutagénesis aleatoria
sobre una o mas secuencias CDR en una o mas posiciones de los restos, mientras la CDR esta unida de forma
funcional a la region variable o mientras la CDR es independiente de otra secuencia de la regién variable y después
la CDR alterada se devuelve a una regién variable usando tecnologia de ADN recombinante. Una vez se han
generado y expresado dichos anticuerpos variantes, el panel de variantes se somete a exploracién como se describe
en el presente documento y pueden seleccionarse los anticuerpos con propiedades superiores en uno o mas
ensayos relevantes para desarrollo adicional.

Expresién de anticuerpos

La presente invencion también se refiere a lineas celulares que expresan un anticuerpo monoclonal anti-miostatina
de la invencion o parte del mismo. La creacion y aislamiento de lineas celulares que producen un anticuerpo
monoclonal de la invenciéon puede conseguirse usando técnicas convencionales conocidas en la técnica. Las lineas
celulares preferidas incluyen COS, CHO, SP2/0, NSO y levaduras (disponibles en bancos publicos tales como la
ATCC, American Type Culture Collection, Manassas, VA).
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Puede usarse una amplia diversidad de sistemas de expresion huésped para expresar un anticuerpo de la presente
invencion incluyendo sistemas de expresion procariotas (bacterianos) y eucariotas (tales como levaduras,
baculovirus, plantas, mamiferos y otras células animales, animales transgénicos, y células de hibridoma), asi como
sistemas de expresion de presentacion en fagos. Un ejemplo de un vector de expresion bacteriano adecuado es
pUC119 y un vector de expresion eucariota adecuado es un vector pcDNA3.1 modificado con un sistema de
seleccion DHFR debilitado. También se conocen otros sistemas de expresion de anticuerpos en la técnica y se
contemplan en el presente documento.

Un anticuerpo de la invencién puede prepararse por expresion recombinante de los genes de cadena ligera y
pesada de inmunoglobulina en una célula huésped. Para expresar un anticuerpo de forma recombinante, se
transforma una célula huésped, se transduce, se infecta o similares con uno o mas vectores de expresion
recombinante que portan fragmentos de ADN que codifican las cadenas ligeras y/o pesadas de inmunoglobulina del
anticuerpo de modo que las cadenas ligera y/o pesada se expresen en la célula huésped. La cadena pesada y la
cadena ligera pueden expresarse independientemente a partir de diferentes promotores a los cuales estan unidas de
forma funcional en un vector o, como alternativa, la cadena pesada y la cadena ligera pueden expresarse
independientemente a partir de diferentes promotores a los que estan unidas de forma funcional en dos vectores -
uno que expresa la cadena pesada y uno que expresa la cadena ligera. Opcionalmente, la cadena pesada vy la
cadena ligera pueden expresarse en diferentes células huésped. Preferentemente, los anticuerpos recombinantes se
secretan al medio en el cual se cultivan las células huésped, a partir del cual pueden recuperarse o purificarse los
anticuerpos. Se usan metodologias de ADN recombinante convencionales para obtener genes de cadena pesada y
ligera de anticuerpo, incorporar estos genes en vectores de expresion recombinante, e introducir los vectores en
células huésped.

Un ADN aislado que codifica una region HCVR puede convertirse en un gen de cadena pesada de longitud completa
uniendo de forma funcional el ADN que codifica HCVR a otra molécula de ADN que codifica las regiones constantes
de cadena pesada (CH1, CH2, y CH3). Las secuencias de genes de region constante de cadena pesada humana
son conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, Kabat, y col., Sequences of Proteins of Immunological Interest,
Quinta Edicion, U.S. Department of Health and Human Services, Publicacion NIH N° 91-3242 (1991). Los fragmentos
de ADN que abarcan estas regiones pueden obtenerse, por ejemplo, por amplificacion por PCR convencional. La
region constante de cadena pesada puede ser de cualquier tipo (por ejemplo, I1gG, IgA, IgE, IgM o IgD), clase (por
ejemplo, 1gG1, IgG2, 1gG3, e 1IgG.4) o subclase de regidn constante y cualquier variante alotipica de las mismas como
se describe en Kabat (supra). Como alternativa, la parte de unién a antigeno puede ser un fragmento Fab, fragmento
Fab', fragmento F(ab'),;, Fd, o un fragmento Fv monocatenario (scFv). Para un gen de cadena pesada de fragmento
Fab, el ADN que codifica HCVR puede unirse de forma funcional a otra molécula de ADN que codifica solamente
una region constante CH1 de cadena pesada.

Un ADN aislado que codifica una region LCVR puede convertirse en un gen de cadena ligera de longitud completa
(asi como en un gen de cadena ligera Fab) uniendo de forma funcional el ADN que codifica LCVR a otra molécula
de ADN que codifica una region constante de cadena ligera, CL. Las secuencias de genes de region constante de
cadena ligera humana son conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, Kabat, supra. Los fragmentos de ADN que
abarcan estas regiones pueden obtenerse por amplificacion por PCR convencional. La regién constante de cadena
ligera puede ser una region constante kappa o lambda.

Para crear un gen scFv, los fragmentos de ADN que codifican HCVR y LCVR se unen de forma funcional a otro
fragmento que codifica un enlazador flexible, por ejemplo, que codifica la secuencia de aminoacidos (Glis-Ser)s, de
modo que las secuencias HCVR y LCVR puedan expresarse como una proteina de cadena unica contigua, con las
regiones LCVR y HCVR unidas por el enlazador flexible.

Para expresar un anticuerpo de la invencion, se inserta un ADN que codifica una cadena ligera y/o pesada parcial o
de longitud completa obtenida como se ha descrito anteriormente, en un vector de expresion de modo que el gen
esté unido de forma funcional a secuencias de control de la transcripcién y la traduccioén. El vector de expresion y las
secuencias de control de la expresion se eligen para que sean compatibles con la célula huésped usada. El gen de
cadena ligera de anticuerpo y el gen de cadena pesada de anticuerpo pueden insertarse en vectores diferentes o,
mas tipicamente, ambos genes se insertan en el mismo vector de expresion. Los genes de anticuerpo se insertan en
el vector de expresién por procedimientos convencionales. Adicionalmente, el vector de expresién recombinante
puede codificar un Unico péptido que facilita la secrecidon de la cadena ligera y/o pesada del anticuerpo monoclonal
anti-miostatina a partir de una célula huésped. El gen de cadena ligera y/o pesada del anticuerpo monoclonal anti-
miostatina puede clonarse en el vector de modo que el péptido sefial esté unido de forma funcional en fase con el
extremo amino-terminal del gen de la cadena de anticuerpo. El péptido sefial puede ser un péptido sefal de
inmunoglobulina o un péptido sefial heterélogo.

Ademas del gen o genes de cadena pesada y/o ligera de anticuerpo, un vector de expresion recombinante de la
invencion porta secuencias reguladoras que controlan la expresion del gen o genes de cadena de anticuerpo en una
célula huésped. La expresion "secuencia reguladora” pretende incluir promotores, potenciadores y otros elementos
de control de la expresion (por ejemplo, sefales de poliadenilaciéon), segun sea necesario, que controlan la
transcripcion o traduccion del gen o genes de cadena de anticuerpo. El disefio del vector de expresion, incluyendo la
seleccion de secuencias reguladoras, puede depender de factores tales como la eleccion de la célula huésped a
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transformar, el nivel de expresion de proteina deseado. Las secuencias reguladoras preferidas para la expresion en
células huésped de mamifero incluyen elementos viricos que dirigen elevados niveles de expresion proteica en
células de mamifero, tales como promotores y/o potenciadores derivados de citomegalovirus (CMV), el virus 40 del
simio (SV40), adenovirus (por ejemplo, el promotor tardio principal de adenovirus (AdMLP)) y poliomavirus.

Ademas de los genes de cadena pesada y/o ligera de anticuerpo y las secuencias reguladoras, los vectores de
expresion recombinante de la invencion pueden portar secuencias adicionales, tales como secuencias que regulan
la replicacién del vector en células huésped (por ejemplo, origenes de replicacion) y uno o mas genes marcadores
de seleccion. El gen marcador de seleccion facilita la seleccion de células huésped en las cuales se ha introducido el
vector. Por ejemplo, tipicamente el gen marcador de seleccion confiere resistencia a farmacos, tales como G418,
higromicina, o metotrexato, en una célula huésped en la cual se ha introducido el vector. Los genes marcadores de
seleccion preferidos incluyen el gen de la dihidrofolato reductasa (DHFR) (para su uso en células huésped DHFR-
negativa con seleccion/amplificacion con metotrexato), el gen neo (para seleccion con G418), y la glutamina
sintetasa (GS) en una linea celular GS-negativa (tal como NS0) para seleccion/amplificacion.

Para la expresion de las cadenas ligera y/o pesada, el vector o vectores de expresion que codifican las cadenas
pesada y/o ligera se introducen en una célula huésped por técnicas convencionales, por ejemplo, electroporacion,
precipitacion con fosfato calcico, transfeccion con DEAE-dextrano, transduccion, infeccion y similares. Aunque es
tedricamente posible expresar los anticuerpos de la invencion en células huésped procariotas o eucariotas, se
prefieren las células eucariotas, y mas preferentemente células huésped de mamifero, porque dichas células tienen
mayor probabilidad de ensamblar y secretar un anticuerpo apropiadamente plegado e inmunolégicamente activo.
Las células huésped de mamifero preferidas para expresar los anticuerpos recombinantes de la invencion incluyen
células de ovario de hamster chino (células CHO), células de mieloma NSO, células COS, y células SP2/0. Cuando
se introducen vectores de expresion recombinante que codifican genes de anticuerpo en células huésped de
mamifero, los anticuerpos se producen cultivando las células huésped durante un periodo de tiempo suficiente para
permitir la expresion del anticuerpo en las células huésped o, mas preferentemente, la secreciéon del anticuerpo en el
medio de cultivo en el cual se cultivan las células huésped. Los anticuerpos pueden recuperarse de la célula
huésped y/o el medio de cultivo usando procedimientos convencionales de purificacion.

Las células huésped también pueden usarse para producir partes, o fragmentos, de anticuerpos intactos, por
ejemplo, fragmentos Fab o moléculas scFv por técnicas que son convencionales. Un especialista entendera que
variaciones sobre el procedimiento anterior estan dentro del alcance de la presente invencion. Por ejemplo, puede
ser deseable transfectar una célula huésped con ADN que codifique la cadena ligera o la cadena pesada de un
anticuerpo de la presente invencién. También puede usarse tecnologia de ADN recombinante para retirar algo o
todo el ADN que codifica cualquiera de las cadenas ligera y pesada o ambas que no sea necesario para la unién a
miostatina. Las moléculas expresadas a partir de dichas moléculas de ADN truncadas también estan abarcadas por
los anticuerpos de la invencion.

En un sistema preferido para expresion recombinante de un anticuerpo de la invencién, se introduce un vector de
expresion recombinante que codifica tanto la cadena pesada de anticuerpo como la cadena ligera de anticuerpo en
células CHO por, por ejemplo, transfeccion mediada por fosfato calcico. Dentro del vector de expresion
recombinante, los genes de cadena pesada y ligera de anticuerpo estan cada uno unido de forma funcional a
elementos reguladores potenciadores/promotores para dirigir elevados niveles de transcripcion de los genes. El
vector de expresion recombinante también porta un gen DHFR, que permite la seleccion de células CHO que se han
transfectado con el vector usando seleccidon/amplificacion con metotrexato. Las células huésped transformantes
seleccionadas se cultivan para permitir la expresion de las cadenas pesada y ligera de anticuerpo y el anticuerpo
intacto se recupera del medio de cultivo. Se usan técnicas de biologia molecular convencionales para preparar el
vector de expresidn recombinante, transfectar las células huésped, seleccionar los transformantes, cultivar las
células huésped y recuperar el anticuerpo del medio de cultivo. Los anticuerpos, o partes de unién a antigeno de los
mismos, de la invencion pueden expresarse en un animal (por ejemplo, un ratén) que es transgénico para genes de
inmunoglobulina humana (véase, por ejemplo, Taylor, y col., Nucleic Acids Res. 20:6287-95, 1992).

Usos

Los anticuerpos de la presente invenciéon son utiles en aplicaciones terapéuticas, profilacticas, de diagndstico e
investigacion como se describe en el presente documento. Un anticuerpo de la invencidon puede usarse para
diagnosticar un trastorno o enfermedad asociada con la expresién de miostatina humana. De un modo similar, el
anticuerpo de la invencion puede usarse en un ensayo para controlar los niveles de miostatina en un sujeto que se
esta tratando para una afeccién asociada con miostatina.

Usos terapéuticos para el anticuerpo

La miostatina desempefia una tarea en el desarrollo muscular y varios trastornos o enfermedades relacionadas. En
adultos, el ARNm de miostatina se detecta principalmente en musculo esquelético aunque también se hallan
concentraciones inferiores en tejido adiposo y tejido cardiaco (Sharma, M., y col, J. Cell Physiol. 180:1, 1999).
Ratones knockout para miostatina tienen de dos a tres veces mas masa muscular que las crias de la misma camada
de tipo silvestre. La masa muscular aumentada es el resultado de la hipertrofia de las fibras e hiperplasia
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(McPherron, A., y col. Nature 387:83-90, 1997 y Zhu, X. y col., FEBS Letters 474:71). Ademas, los ratones knockout
para miostatina acumulan menos grasa que las crias de la misma camada de tipo silvestre pero por lo demas
parecen normales y sanos. La miostatina también ha demostrado recientemente ser un regulador importante de la
adipogénesis (Rebbapragada, A., y col., Mol. and Cell. Bio. 23:7230-7242, 2003). Adicionalmente, la estructura y
contenido 6seo se ha estudiado recientemente en ratones deficientes en miostatina (Hamrick M\W., y col., J.
Orthopaedic Research 21:1025, 2003; Hamrick, M.W., y col., Calcif Tissue Int 71:63, 2002).

Por lo tanto, una composicién que comprenda un anticuerpo monoclonal anti-miostatina de la invencion puede
usarse para aumentar la masa muscular, aumentar la densidad ésea, disminuir la pérdida muscular, o puede ser util
para el tratamiento o prevencion de afecciones en las que la presencia de miostatina cause o contribuya a efectos
patoldgicos indeseables o la disminucién de los niveles de miostatina tiene un beneficio terapéutico en mamiferos,
preferentemente seres humanos. Preferentemente, una composicién que comprenda un anticuerpo monoclonal anti-
miostatina de la invenciéon puede usarse para aumentar la masa muscular.

Preferentemente, un anticuerpo de la invencién puede usarse en el tratamiento o prevencion de pérdida muscular,
lesién muscular, cirugia, reparacion de musculo dafiado, debilidad, sarcopenia relacionada con la edad, atrofia por
desuso, osteoporosis, osteoartritis, crecimiento y reparacion de ligamentos, obesidad, supresién de acumulacion de
grasa corporal, obesidad, distrofia muscular de cualquier tipo, miopatia por cuidados intensivos, miopatia alcohdlica,
caquexia (por ejemplo, relacionada con cancer o inducida por VIH, o resultante de COPD, enfermedad pulmonar
cronica, recuperacion de sepsis, fallo renal, fallo hepatico, fallo o enfermedad cardiaca), sindrome metabdlico,
pérdida muscular posterior a quemaduras, y diabetes de tipo Il. Mas preferentemente, un anticuerpo de la invencion
puede usarse en el tratamiento o prevenciéon de pérdida muscular, debilidad, sarcopenia relacionada con la edad,
atrofia por desuso y caquexia. Mas preferentemente, un anticuerpo de la invencion puede usarse en el tratamiento o
prevencion de atrofia por desuso o caquexia.

La atrofia por desuso puede ser el resultado de numerosas causas o incidentes incluyendo cualquier trastorno o
enfermedad o patologia que conduzca a inmovilidad prolongada o desuso o reposo en cama incluyendo, aunque sin
limitacion, trasplante de un 6rgano sdlido, remplazo de una articulacion, apoplejia, lesion de médula espinal,
recuperacion de una quemadura grave, hemodialisis crénica sedentaria, recuperacion post-sepsis y exposicion a
microgravedad. Como la miostatina esta altamente conservada en su secuencia y funcién a través de las especies,
los anticuerpos de la invencién pueden usarse para aumentar la masa muscular, aumentar la densidad ésea o tratar
o prevenir afecciones en mamiferos no humanos o especies aviares [por ejemplo, animales domésticos (por
ejemplo, caninos y felinos), animales para deportes (por ejemplo, equinos), animales como fuente de alimento (por
ejemplo, bovinos, porcinos y ovinos), especies aviares (por ejemplo, pollos, pavos, otros pajaros de caza o aves de
corral)] en los que la presencia de miostatina causa o contribuye a efectos patolégicos indeseables o la disminucién
de los niveles de miostatina tiene beneficio terapéutico.

Se contempla en el presente documento el uso de un anticuerpo monoclonal anti-miostatina de la presente invencién
para tratar o prevenir al menos uno de los trastornos mencionados anteriormente en los que la actividad de la
miostatina es nociva o que se benefician de niveles disminuidos de miostatina bioactiva. Adicionalmente, se
contempla el uso de un anticuerpo monoclonal anti-miostatina de la presente invencion para su uso en la fabricacion
de un medicamento para el tratamiento de al menos uno de los trastornos mencionados anteriormente.

Como se usa en el presente documento, los términos "tratamiento”, "tratar", y similares, se refieren a obtener un
efecto farmacologico y/o fisiolégico deseado. El efecto puede ser terapéutico en términos de cura parcial o completa
para una enfermedad y/o efecto adverso atribuible a la enfermedad. "Tratamiento", como se usa en el presente
documento, incluye la administracion de un compuesto de la presente invencion para el tratamiento de una
enfermedad o afeccion en un mamifero, particularmente en un ser humano, e incluye: (a) inhibir la enfermedad, es
decir, detener su desarrollo; y (c) aliviar la enfermedad, es decir, causar la regresion de la enfermedad o trastorno o
aliviar los sintomas o complicaciones del mismo. Los regimenes de dosificacion pueden ajustarse para proporcionar
la respuesta deseada 6ptima.

Como se usa en el presente documento, el término "prevenir" se refiere a prevenir completa o parcialmente una
enfermedad o sintoma de la misma. "Prevencion" como se usa en el presente documento, incluye la administracion
de un compuesto de la presente invencion para la prevencion de la aparicion de enfermedades en un sujeto que
pueda estar predispuesto a la enfermedad pero que aun no se ha diagnosticado que la tenga.

Composicién

Un anticuerpo de la invencién puede incorporarse en composiciones farmacéuticas adecuadas para su
administracion a un sujeto. Los compuestos de la invencién pueden administrarse solos o en combinacién con un
vehiculo, diluyente, y/o excipientes farmacéuticamente aceptables, en dosis individuales o muiltiples. Las
composiciones para su administracion se disefian para que sean apropiadas para el modo seleccionado de
administracion, y se usan diluyentes, vehiculos, y/o excipientes farmacéuticamente aceptables tales como agentes
de dispersion, tampones, tensioactivos, conservantes, agentes solubilizantes, agentes de isotonicidad, agentes
estabilizantes y similares segun sea apropiado. Dichas composiciones se disefian de acuerdo con técnicas
convencionales como en, por ejemplo, Remington, The Science and Practice of Pharmacy, 19 Edicion, Gennaro,
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Ed., Mack Publishing Co., Easton, PA 1995 que proporciona un compendio de técnicas de formulacién que son
generalmente conocidas para los facultativos.

Una composicién de la invencion preferentemente es una "cantidad terapéuticamente eficaz" o una "cantidad
profilacticamente eficaz" de un anticuerpo de la invencién. Una "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una
cantidad eficaz, a dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios, para conseguir el resultado terapéutico
deseado. Una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo puede variar de acuerdo con factores tales como la
patologia, edad, sexo y peso del individuo, y la capacidad del anticuerpo o parte de anticuerpo de provocar una
respuesta deseada en el individuo. Una cantidad terapéuticamente eficaz es también una en la que cualquier efecto
téxico o nocivo del anticuerpo se compensa por los efectos terapéuticamente beneficiosos. Una "cantidad
profilacticamente eficaz" se refiere a una cantidad eficaz, a dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios,
para conseguir el resultado profilactico deseado. Tipicamente, como se usa una dosis profilactica en sujetos antes
de o en una fase mas temprana de la enfermedad, la cantidad profilacticamente eficaz puede ser menor que la
cantidad terapéuticamente eficaz.

Una cantidad terapéuticamente eficaz o profilacticamente eficaz es al menos la dosis minima, pero menos de una
dosis téxica, de un agente activo que es necesaria para conferir beneficio terapéutico a un sujeto. Indicado de otro
modo, una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo de la invencién es una cantidad que en mamiferos,
preferentemente seres humanos, aumenta la masa muscular, aumenta la densidad ésea, o trata afecciones en las
que la presencia de miostatina causa o contribuye a efectos patolégicos indeseables o una disminuciéon en los
niveles de miostatina provoca un efecto terapéutico beneficioso en un mamifero, preferentemente un ser humano e
incluyendo, aunque sin limitacion, pérdida muscular, lesién muscular, debilidad por cirugia, sarcopenia relacionada
con la edad, atrofia por desuso, osteoporosis, osteoartritis, crecimiento y reparacion de ligamentos, obesidad,
supresion de acumulacion de grasa corporal, distrofia muscular de cualquier tipo, miopatia por cuidados intensivos,
caquexia (por ejemplo, relacionada con cancer o inducida por VIH, o resultante de COPD, fallo renal, fallo hepatico,
fallo o enfermedad cardiaca), sindrome metabdlico y diabetes de tipo Il. La atrofia por desuso puede ser el resultado
de numerosas causas o incidentes incluyendo cualquier trastorno o enfermedad o patologia que conduzca a
inmovilidad prolongada o desuso o reposo en cama incluyendo, aunque sin limitacion, trasplante de un 6rgano
solido, remplazo de una articulacion, apoplejia, lesion de médula espinal, recuperacion de una quemadura grave,
hemodialisis crénica sedentaria, recuperacion post-sepsis, y exposicion a microgravedad.

La via de administracion de un anticuerpo de la presente invencion es parenteral. Preferentemente, los anticuerpos
de la invenciéon pueden incorporarse en una composicion farmacéutica adecuada para administracion parenteral. El
término parenteral como se usa en el presente documento incluye administracion intravenosa, intramuscular,
subcutanea, rectal, vaginal o intraperitoneal. Es preferido el suministro sistémico periférico por inyeccion intravenosa
o intraperitoneal o subcutanea. Los vehiculos adecuados para dichas inyecciones son sencillos en la técnica.

La composicion tipicamente debe ser estéril y estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento en el
recipiente proporcionado incluyendo, por ejemplo, un vial sellado o jeringa. Por lo tanto, las composiciones pueden
filtrarse a esterilidad después de preparar la formulacién, o hacerse de otro modo microbiolégicamente aceptable.
Una composicién tipica para infusién intravenosa podria tener un volumen de 20-1000 ml de fluido, tal como solucion
de Ringer estéril, solucion salina fisioldgica, solucion de dextrosa y solucion de Hank y una dosis terapéuticamente
eficaz (por ejemplo, 1 a 1000 mg) de concentraciéon de anticuerpo. La dosis puede variar dependiendo del tipo y
gravedad de las enfermedades. Como es bien sabido en las técnicas médicas, las dosificaciones para un sujeto
cualquiera dependen de muchos factores, incluyendo el tamafio del paciente, el area superficial del cuerpo, la edad,
el compuesto particular a administrar, el sexo, el tiempo y via de administracion, la salud general, y otros farmacos
que se administran de forma concurrente. Una dosis tipica puede estar, por ejemplo, en el intervalo de 1 a 1000 mg;
sin embargo, estan previstas dosis por debajo y por encima de este intervalo ejemplar, especialmente considerando
los factores mencionados anteriormente. Un régimen de dosificacion tipico puede suceder diariamente,
semanalmente, bisemanalmente o mensualmente. Un régimen de dosificacion parenteral tipico puede ser de
aproximadamente 10 pg/kg a aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal total, preferentemente de
aproximadamente 20 pg/kg a aproximadamente 10 mg/kg. El progreso puede controlarse por evaluacion periddica.
Para administraciones repetidas, dependiendo de la afeccién, el tratamiento puede repetirse hasta que suceda una
supresion deseada de los sintomas de la enfermedad o hasta que suceda la prevencién deseada de los sintomas de
la enfermedad. Sin embargo, pueden ser utiles otros regimenes de dosificacion y no se excluyen de los mismos.

Estas cantidades sugeridas de anticuerpo estan sujetas en gran parte a discrecion terapéutica. El factor clave en la
seleccion de una dosis apropiada y la programacion es el resultado obtenido. Los factores para considerar en este
contexto incluyen el trastorno particular que se esté tratando, el mamifero particular que se esté tratando, la afeccion
clinica del paciente individual, la causa del trastorno, el sitio de suministro del anticuerpo, el tipo particular de
anticuerpo, el procedimiento de administracién, el programa de administracién, y otros factores conocidos para los
facultativos médicos.

Los agentes terapéuticos de la invencion pueden congelarse o liofilizarse para su almacenamiento y reconstituirse
en un vehiculo estéril adecuado antes de su uso. La liofilizacion y reconstituciéon pueden conducir a grados variables
de pérdida de actividad del anticuerpo. Las dosificaciones pueden tener que ajustarse para compensarlo.
Generalmente, se prefiere un pH entre 6 y 8.
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Articulos de fabricacién

En otra realizaciéon de la invencion, se proporciona un articulo de fabricaciéon que contiene materiales Utiles para el
tratamiento o prevencién de los trastornos o afecciones descritos anteriormente. El articulo de fabricacion
comprende un recipiente y una etiqueta. Los recipientes adecuados incluyen, aunque sin limitacion, frascos, viales,
jeringas y tubos de ensayo. Los recipientes pueden formarse a partir de una diversidad de materiales, tales como
vidrio o plastico. El recipiente alberga una composicién de la invencion que es eficaz para prevenir o tratar el
trastorno o afeccion y puede tener una entrada de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa de
solucion intravenosa o un vial que tenga un tapén perforable por una aguja de inyeccion hipodérmica). El agente
activo en la composicién es un anticuerpo anti-miostatina de la invencién. La etiqueta en, o asociada con, el
recipiente indica que la composicién se usa para tratar la afeccion de eleccion. El articulo de fabricacién puede
comprender adicionalmente un segundo recipiente que comprende un tampén farmacéuticamente aceptable, tal
como solucién salina tamponada con fosfato, solucion de Ringer y solucién de dextrosa. Puede incluir
adicionalmente otros materiales deseables desde el punto de vista comercial y del usuario, incluyendo otros
tampones, diluyentes, filtros, agujas, jeringas y prospectos con instrucciones para su uso.

Los siguientes ejemplos se ofrecen Unicamente para fines ilustrativos, y no pretender limitar el alcance de la
presente invencién en modo alguno.

Ejemplos
Ejemplo 1: Identificacion de un sitio de escision en los Mab C12 y 510C2

Se incuban soluciones de anticuerpo a 1 mg/ml en diversas condiciones de tampén (citrato 10 mM pH 5, citrato 10
mM pH 7, y citrato 10 mM / NaCl 150 mM pH 7), a mdltiples temperaturas (-20°C, 4°C, 25°C, y 40°C) durante 4
semanas. Después de la incubacion, las muestras se caracterizan por electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecil sulfato sédico. Para los anticuerpos que contienen el dominio variable de C12 6 510C2 (en mdltiples isotipos
Fc), se observan bandas adicionales, mas alla de las bandas esperadas para las cadenas pesada y ligera del
anticuerpo. Estas bandas se observan solamente para muestras incubadas a pH 7 (con o sin NaCl); en condiciones
reductoras de la muestra, se observan dos bandas, con masas aparentes de ~8-10 kDa, y ~12-14 kDa, y en
condiciones no reductoras, se observa una Unica banda con una masa aparente de ~8-10 kDa. El grado de escision,
determinado por las intensidades relativas de estas bandas parece ser dependiente del pH (ya que las bandas son
menos intensas en muestras incubadas a pH 6, y no son evidentes para muestras incubadas a pH 5), y dependiente
de la temperatura. Para determinar la localizacién de la escisién, y para cuantificar el grado de escision, se
caracterizan adicionalmente las mismas soluciones de anticuerpo por cromatografia liquida/espectrometria de
masas (CL/EM) y secuenciacion N-terminal.

El analisis de las muestras por CL/EM se realiza del siguiente modo. Para la reduccion parcial de los anticuerpos, se
mezclan 4 pl de cada muestra con 36 pl de agua. Después, se mezclan 15 pl de cada solucion con 0,5 ul de tampon
Tris-HCI 3 M, pH 8,0 y 0,5 pl de 50 mg/ml de DTT y 45 ul de agua. Ambas soluciones de cada muestra se analizan
por CL/EM. Para la desglucosilacién del anticuerpo, se mezclan 3 ul de cada muestra con 60 pl de agua, 1,0 ul de
tampon Tris-HCI 3 M, pH 8,0 y 1,0 ul de solucién PNGasa F (PROZYME®, 1 U/ml). Las soluciones se incuban a
37°C durante 6 horas y después se analizan por CL/EM. Para la digestion completa con tripsina, se liofilizan 20 pl de
cada muestra a sequedad en un sistema de vacio por velocidad y después se reconstituyen en 4,5 pl de guanidina-
HCI 7 M, tampodn Tris-HCI 0,4 M, pH 8,0 y 0,5 ul de 50 mg/ml de solucion de DTT. Las soluciones se incuban a 37°C
durante 40 minutos y después se diluyen con 95 ul de agua. Cada solucion se trata con 2,0 ul de 0,5 mg/ml de
tripsina porcina a 37°C durante 3 horas. Las soluciones se acidifican con acido acético y después se analizan por
CL/EM o CL/EM/EM. Las muestras intactas, parcialmente reducidas y desglucosiladas se analizan usando un micro
espectrometro de masas Waters HPCL/LCT premier o Q-TOF. El ajuste de parametros de HPLC y espectrometro de
masas se ajusta en base a las muestras y los requisitos.

Los espectros de masas separados para el anticuerpo C12, incubado a pH 7, y 40°C durante 4 semanas, muestra
dos picos, con masas en 134894 y 145116 Da. La diferencia de masa es de aproximadamente 10220 Da entre ellos,
que coincide con la masa residual esperada del péptido N-terminal 1-93 (esperado: 10221,4 Da) de la cadena ligera.
Este resultado se confirma por analisis CL/EM para las muestras de reduccién parcial. En esta muestra, se detectan
tres masas; 23312,7, 13091,3 y 10239,4 Da, que son coherentes con la cadena ligera intacta 1-219 (esperado
23313,1 Da), el péptido C-terminal 94-219 (esperado: 13091,6 Da) y el péptido N-terminal 1-93 (esperado: 10239,4
Da) de la cadena ligera. Se obtienen resultados esencialmente idénticos también con el anticuerpo 510C2, aunque
la cantidad relativa de productos de escision es inferior para este anticuerpo. La Tabla 1 resume el porcentaje de
cadena ligera escindida determinado para el analisis de las muestras parcialmente reducidas.

También se usa secuenciacion N-terminal para caracterizar las muestras incubadas. El andlisis de secuencia de
aminoacidos por degradacion de Edman automatizada se realiza sobre muestras aplicadas a un cartucho de
preparacion de muestra PROSORB® utilizando el procedimiento en fase gaseosa (GP-PVDF) de Applied Biosystem
Inc. (ABI). Cada resto se analiza en una columna ABI BROWNLEE® de sphere-5 PTH de 220 x 2,1 mm a 55°C con
un caudal de 325 pl/minuto. Los datos se analizan utilizando el programa de analisis de datos Model 610A de ABI.
Para muestras de anticuerpo incubadas a 40°C, se observan dos secuencias; para C12, las dos secuencias
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observadas son "DIQMTQ" (SEC ID N° 34) que corresponde con el extremo N-terminal esperado de la cadena ligera
de C12, y "PLTFGG" (SEC ID N° 35) que corresponde con los restos 94-99 de la cadena ligera de C12. Se obtienen
resultados idénticos para el analisis de soluciones de anticuerpo 510C2 incubadas. Usando las cantidades relativas
de cada secuencia, se calcula el grado de productos de escision, y se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Sumario del grado de escision en el enlace peptidico Asn93-Pro94

% Escindido (pH 7, 4 semanas, 40°C)
Mab CL/EM Secuenciacion N-terminal
C12-IgG4 22% 15-20%
C12-I1gG1 21% 20-22%
C12-IgG2 14% 5-10%
510C2-IgG4 3% 5-8%
510C2-1aG1 5% 5-9%

Ejemplo 2: Eliminacion del sitio de escision quimica en los anticuerpos C12 y 510C2

Para eliminar el sitio de escision en C12 y 510C2, se usan sustituciones de un Unico aminoacido de cada
aminoacido individual para reemplazar el resto de asparagina en CDRL3 de ambos anticuerpos monoclonales. Se
usa ELISA para determinar los efectos de las sustituciones de los aminoacidos individuales sobre la afinidad por
miostatina en comparacién con los Fab C12 6 510C2.

Se recubren placas ELISA con miostatina diluida a 4 ug/ml en tampén carbonato (NaHCO3; 50 mM pH 8,3) y se
afaden 50 pl por pocillo. Las placas se cubren con cinta de sellado y se incuban durante una noche a 4°C. Después
de ello, las placas (placas con fondo en U Greiner N° Cat 650061) se lavan tres veces con PBS-T (Tween-20 al
0,1%) usando un lavador de placas automatico. Se afiaden 200 ul de tampon de bloqueo (PBS + BSA al 1% +
Tween-20 al 0,1%) a cada pocillo y se incuban a temperatura ambiente durante una hora. Las placas se lavan y se
afaden 50 pl de muestra por pocillo. Las muestras estan compuestas de Fab miniprep diluidas en PBST/BSA
comenzando a una dilucion 1:3 y después diluidos en serie en etapas semi-log. Las placas se lavan y se afiaden 50
pl de solucion de anticuerpo secundario (anticuerpo de cabra anti-kappa humana-AP Southern Biotech N° Cat 2060-
04 1:2000 en PBST/BSA) a cada pocillo. Después de una etapa de lavado adicional, se afiaden 100 pl de substrato
AP por pocillo y se incuban a temperatura ambiente durante aproximadamente 10 minutos. Se lee la absorbancia o
la DO a 560 nm. Se incluye C12 6 510C2 en cada placa ELISA como patréon de referencia de afinidad. La
concentracion de los Fab se determina por ELISA cuantitativo usando un anticuerpo anti-Fd (de oveja anti-Fd
Biodesign) para capturar la proteina y anticuerpo de cabra anti-kappa humana-AP (Southern Biotech) para la
deteccion. Se procesa un patron Fab purificado en cada placa para generar una curva patron para las
determinaciones de la concentracion.

Los Fab modificados derivados de C12 y 510C2, en los que el resto Asn en la CDRL3 esta remplazado por H o R en
C12,0H, S, T, o A en 510C2, mantienen la afinidad por miostatina similar a la del Fab precursor, determinada por
ELISA. Cada una de estas sustituciones produce curvas de afinidad ELISA similares al control Fab precursor
respectivo determinadas por lecturas de absorbancia similares a la misma concentracion de Fab (véase la Figura 4).
Sin embargo, si el resto de asparagina en la CDRL3 se reemplaza por valina, prolina, glicina, glutamina, triptéfano,
tirosina, cisteina, leucina, isoleucina, metionina, fenilalaina, treionina, serina, lisina, alaina, acido aspartico, o acido
glutamico en C12, o arginina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico, glutamina, glicina, isoleucina, leucina, lisina,
metionina, fenilalanina, tirosina, valina, triptéfano, o prolina en 510C2, cada una de estas sustituciones reduce la
afinidad de unién de los Fab modificados por miostatina en comparacion con la del Fab precursor. Ademas, intentos
en la modificacion del resto Pro del dipéptido Asn-Pro fallaron porque todas las sustituciones reducen la afinidad de
union de los Fab modificados por miostatina en comparacion con la del Fab precursor.

Ejemplo 3: Comparacion de escision entre el anticuerpo C12 y la variante LC-N93H

Se incuban soluciones de anticuerpos a 1 mg/ml en fosfato 10 mM, pH 7,4 / NaCl 150 nM, a multiples temperaturas
(4°C, 25°C, y 40°C) durante 4 semanas. Después de la incubacion, las muestras se caracterizan por electroforesis
en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico y secuenciacién N-terminal como se ha descrito anteriormente.
En estas condiciones, se observan bandas adicionales por SDS-PAGE para la muestra de anticuerpo C12 incubada
a 40°C mas alla de las bandas esperadas para las cadenas pesada y ligera del anticuerpo; las bandas observadas
migran a ~8 kDa en condiciones no reductoras, y ~8 kDa y ~14 kDa en condiciones reductoras. En contraste, no se
observan bandas adicionales para la variante LC-N93H. La secuenciacion N-terminal de las muestras incubadas
confirma la escision entre Asn93 y Pro94 en la cadena ligera que sucede en la muestra de anticuerpo C12, con ~10-
20% de la secuencia correspondiente al nuevo extremo N-terminal (PLTFGG (SEC ID N° 35)), mientras que no
existe secuencia adicional de cadena ligera diferente al extremo N-terminal esperado para la variante LC-N93H.
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Ejemplo 4: Ensayo de miostatina/indicador SBE

En este ensayo indicador, un plasmido que codifica un gen de luciferasa cadena debajo de un elemento de unién a
SMAD ("SBE-luciferasa"), mas especificamente (CAGA)12, expresa la proteina luciferasa cuando una molécula tal
como miostatina, GDF-11, u otro miembro de la superfamilia TGF-B se une a su propio receptor, desencadenando
de este modo la sefializacion SMAD que produce un complejo SMAD fosforilado que es capaz de unirse a SBE. La
secuencia CAGA es una secuencia sensible a TGF-3 dentro del promotor del gen PAI-1 inducido por TGF-B (Denner
y col, EMBO J.. 17:3091-3100, 1998). Para generar el plasmido, la secuencia repetida SBE:
tcgagagccagacaaaaagccagacatttagccagacactcgagagccagacaaaaagccagacatttagccagacactcgagagccagacaaaaagcca
gacatttagccagacactcgagagccagacaaaaagccagacatttagccagacactcgagagccagacaaaaagccagacatttagccagacac (SEC
ID N° 36) se clona en el sitio Nhel-Hindlll del vector basico pGL-3 (Promega N°: E1751). Este plasmido se usa para
transfecciones transitorias en células HEK293 EBNA.

La cantidad de luz medida es proporcional a la cantidad de luciferasa producida, que es proporcional a la cantidad
de miostatina a la que estan expuestas las células. La presencia de un inhibidor (por ejemplo, un anticuerpo que se
une a miostatina) reduce la cantidad de miostatina disponible para activar el SBE que finalmente provoca una
produccién reducida de luz.

En este ensayo, se siembran células HEK293 EBNA (Edge Biosystems) en medio DMEM/F12 (3:1) (Gibco 93-
0152DK), FBS al 10%, Hepes 20 mM, L-glutamina 4 mM ("Medio Completo") a aproximadamente 25000 células por
pocillo en pocillos interiores recubiertos con polilisina de una placa de 96 pocillos (BD Biocoat 35-4461) y se incuban
durante una noche a 37°C. El siguiente dia, las células se lavan en PBS y se afiaden 50 ul de OptiMEM | (Gibco
31985-070) por pocillo. Las células se transfectan con 50 pl de la siguiente mezcla de SBE-ADN de luciferasa: 80 pl
de Lipofectamina (Gibco 11668-019) combinada con 1,5 ml de OptiMEM y se deja sedimentar durante 5 minutos,
después se afiade a un tubo en el que se combinan 20 ug de SBE-ADN de luciferasa con 1,5 ml de OptiMEM y 200
ul de reactivo Plus, (Invitrogen), se mezcla y se deja sedimentar durante 5 minutos. Después de afiadir juntas las
dos mezclas, la solucion se mezcla vigorosamente y se deja reposar durante 30 minutos antes de afiadir 50 ul de
esta solucion ("medio de transfeccion") a cada pocillo. Las células después se incuban durante una noche a 37°C en
CO; al 5%. Para cada placa de células, se diluye miostatina (R&D Systems 788-G8) a 20 ng/ml en medio completo.
Cada anticuerpo de la invenciéon a ensayarse se titula en medio completo, por ejemplo, de aproximadamente 40
png/ml a aproximadamente 50 ng/ml. EI medio de transfeccion se retira de los pocillo y se afiade 50 pl de una dilucion
de anticuerpo por pocillo y se afiaden 50 ul de GDF-8 (miostatina) o GDF-11 (R&D Systems) por pocillo. La placa de
células después se incuba durante una noche a 37°C en CO; al 5%. El siguiente dia, se aspira el medio, se lavan las
células en PBS y se afiade 75 pl de tampon de lisis (Promega E266A). La actividad luciferasa en el lisado celular se
mide usando reactivo luciferasa de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Promega E2620). La luminiscencia
se representa frente al Log1o de la concentracion de Mab (ug/ml) y se calcula la Clsg para cada Mab para miostatina
y GDF-11.

El Mab C12 y un anticuerpo monoclonal modificado obtenido de C12 (C12-N93H) cuando se ensayan en estas
condiciones con miostatina producen valores de Clsy de aproximadamente 9,59 nM y 7,03 nM respectivamente. Ni
C12 ni C12-N93H muestran actividad de neutralizacion en este ensayo cuando se ensayan con GDF-11 en lugar de
miostatina, indicando que el anticuerpo modificado como su anticuerpo precursor se unen preferentemente a
miostatina sobre GDF-11.
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1 -1

<210>19
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 19

Gln Gln Trp TyY Arg Ala Pro Leu Thr
1 S

<210> 20
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 20
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Gln Giln Trp Tyr lLeu Asn Pro Leu Thr
1 S

<210> 21
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 21

Gln Gln Trp Tyr Leu His Pro Leu Thr
1 L

<210> 22
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 22

Gln Gln Trp Tyr Leu Arg Pro Leu Thr
1 S

<210> 23
<211>12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 23

Gly Phe Ser Leu Arg Lys Val Gly Arg Ser val Ser

1 S 1o

<210> 24
<211>12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 24

Gly Phe Ser Lew Arg Lys Val Gly Ser Ser Val Ser
1 5 10

<210> 25
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial
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<220>
<223> construccion sintética

<900> 25

Hias lIle Tyr Trp Asp AsSp Asp Lys Arg Tyr Asn Pro Ser Leu Arxrg Asn

1 5 10 15

<210> 26
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 26

His Ile Tyr Trp Asp Asp Aop Lys Arg Leu Azn Pro Ser Leu Arg Atn

1 S 10 15

<210> 27
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 27

Arg Ala Ile Thr Thr Vval Ile Gly Gly Gly Thr Phe Asp Tyr
1 s 10

<210> 28
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 28

Arg Ala Ile Thr Thr Val Ile Gly Gly Gly Thr Phe Asp Leu
1 S 10

<210> 29

<211> 25

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29
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Ala Asn Tyr Cys Ser Gly Glu Cy=s Glu Phe Val Phe Leu Gln Lys Tyrx
1 5 10 15

Pro His Thr His Leu Val His Gln Ala

20 25
<210> 30
<211>15
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 30
Cy® Ser Gly Glu Cys Glu Phe Val Phe Leu Gln Lys Tyr Pro His
1 5 10 15
<210> 31
<211>15
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 31
Gly Glu Cys Glu Phe Val Phe Leu Gln Lys Tyr Pro His Thr His
1 s 10 L5
<210> 32
<211> 213
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> construccion sintética

<400> 32

28
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal anti-miostatina que comprende una HCVR y una LCVR, en el que dicha HCVR
comprende:

a) un péptido en CDRH1 con una secuencia mostrada en la SEC ID N° 24,
b) un péptido en CDRH2 con una secuencia mostrada en la SEC ID N° 26,
c) un péptido en CDRH3 con una secuencia mostrada en la SEC ID N° 28,

y en el que dicha LCVR comprende:

a) un péptido en CDRL1 con una secuencia mostrada en la SEC ID N° 13,
b) un péptido en CDRL2 con una secuencia mostrada en la SEC ID N° 14, y
c) un péptido en CDRL3 con una secuencia seleccionada entre las SEC ID N° 21 y 22.

2. Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que las regiones flanqueantes de la HCVR y
LCVR son regiones flanqueantes humanas.

3. Un anticuerpo monoclonal anti-miostatina de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende una HCVR con una
secuencia mostrada en la SEC ID N° 12 y una LCVR con una secuencia seleccionada entre las SEC ID N° 9 y 10.

4. Un anticuerpo monoclonal anti-miostatina de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende una cadena ligera
con una secuencia mostrada en la SEC ID N° 32 y una cadena pesada con una secuencia mostrada en la SEC ID N°
33.

5. Una composicion que comprende un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

6. Un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para su uso en terapia.

7. Un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para su uso en el aumento de la masa
muscular en un sujeto que lo necesite.

8. Un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para su uso en el tratamiento o
prevencion de pérdida muscular, debilidad, sarcopenia relacionada con la edad, atrofia por desuso o caquexia.
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FIG. |

A. Homologia miostatina: GDF-11

Miostatina DFGLDCDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWI IAPKRYK
GDF-11 NLGLDCDEHSSESRCCRYPLTVDFEAFGWDWI IAPKRYK
Miostatina ANYCSGECEFVFLQKYPHTHLVHQANPRGSAGPCCTPTK
GDF-11 ANYCSGQCEYMFMQKY PHTHLVQOANPRGSAGPCCTPTK
Miostatina MSPINMLYFNGKEQIIYGKIPAMVVDRCGCS (SECIDN@ 1)
GDF-11 MSPINMLYFNDKQQIIYGKIPGMVVDRCGCS (SEC ID N°:2)
B. Epitopos antigénicos de miostatina humana

ANYCSGECEFVFLQKYPHTHLVHQA (SEC ID N° 29)
CSGECEFVFLQKYPH (SEC ID N°: 30)
GECEFVFLQKYPHTH (SEC ID N°: 31)
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FIG. 2

Cadena ligera

A,

510C2 (SEC ID N°: 3)
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASSSISYMHWYQQKPGKAPKLLI YDTSKLARGVPSRFSGSGSGTDFT
LTISSLOPEDFATYYCQQWYRNPLTFGGGTKVEIK

510C2NH (SEC ID N°: 4)
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASSSISYMHWYQQKPGKAPKLLIYDTSKLARGVPSRFSGSGSGTDFET
LTISSLQPEDFATYYCQQWYRHPLTFGGGTKVEIK

510C2NS (SEC ID N°: 5)
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASSSISYMEWYQOKPGKAPKLLI YDTSKLARGVPSRFSGSGSGTDFT
. LTISSLQPEDFATYYCQQWYRSPLTFGGGTKVEIK

510CZMNT (SEC ID N° 6)
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASSSISYMHWYQQKPGKAPKLLIYDTSKLARGVPSRFSGSGSGTDFT
LTISSLOPEDFATYYCQOWYRTPLTFGGGTKVEIK

510CZHA (SECID N 7)
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASSS ISYMHWYQOKPGKAPKLLI YDTSKLARGVPSRFSGSGSGTDFT
LTISSLQPEDFATYYCQQWYRAPLTFGGGTKVEIK

ClZ (SECIDN®8)
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASSSISYMHWYQQKPGKAPKLLI YDTSKLARGVPSRFSGSGSGTDFT
LTISSLOPEDFATYYCQQWYLNPLTFGGGTKVEIK

Cl2NH (SECIDN®9)
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASSSISYMEWYQQKPGKAPKLLIYDTSKLARGVPSRFSGSGSGTDFT
LTISSLOQPEDFATYYCQOWYLHPLTFGGGTKVEIK

C12NR (SEC ID N°: 10)
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASSSISYMHWYQQKPGKAPKLLIYDTSKLARGVPSRFSGSGSGTDFT
LTISSLQPEDFATYYCQQHYLEPLTFGGGTKVEIK

Cadena pesada

B.

510C2, 510C2NH, 510C2NS, 510C2NT vy 510C2NA (SEC ID N°: 11)
QVTLRESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLRKVGRSVSWIRQPPGKALEWLAHIYWDDDKRYNPS
LRNRLTISKDTSKNQVVLTMTNMDPVDTATYYCARRAITTVIGGGTFDYWGQGT?VTVSS

Cl2, C12NH y Cl12NR (SECIDN%12)

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGFSLRKVGSSVSWIRQPPGKGLEWIGEIYWDDDKRLNPS
LRNRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARRAITTVIGGGTFDLWGQGTLVTVSS

32



ES 2404941 T3

FIG. 3
A.
Nombre CDRL1 CDRL2 CDRL3
510C2 SASSSISYMH DTSKLAR QQWYRNPLT
(SEC ID Ne: 13) (SEC ID N°: 14) (SEC ID N°: 15)
510C2NH | SASSSISYMH DTSKLAR QQWYRHPLT
(SEC ID N2 13) (SEC ID N°: 14) (SEC ID N°: 16)
510C2NS | SASSSISYMH DTSKLAR QQWYRSPLT
(SEC ID Ne°: 13) (SEC ID N°: 14) (SEC ID N°: 17)
510C2NT | SASSSISYMH DTSKLAR QOWYRTPLT .
(SEC ID N°; 13) (SEC ID Ne: 14) (SEC IDN° 18) _
510C2NA | SASSSISYMH DTSKLAR QQWYRAPLT
(SEC ID N°:13) (SEC ID N°: 14) (SEC ID N°: 19)
cl2 SASSSISYMH DTSKLAR QQWYLNPLT
(SEC ID N°: 13) (SEC ID N°: 14) (SEC ID N°: 20)
C12NH SASSSISYMH DTSKLAR QOWYLHBPLT
(SEC ID No: 13) (SEC ID N°: 14) (SEC ID N°: 21)
C12NR SASSSISYMH DTSKLAR QQWYLRPLT
(SEC ID Ne: 13) (SEC ID N°: 14) (SEC 1D Ne: 22)
B.
Nombre CDRH1 CDRH2 CDRH3
510C2 GFSLRKVGRSVS HIYWDDDKRYNPSLRN RAITTVIGGGTFDY
(SEC ID N°: 23) (SEC ID Ne°: 25) (SEC ID N°: 27)
510C2NH | GFSLRKVGRSVS HIYWDDDKRYNPSLRN RAITTVIGGGTFDY
(SEC ID Ne: 23) (SEC ID N°: 25) (SEC ID N°: 27)
510C2NS | GFSLRKVGRSVS HIYWDDDKRYNPSLRN RAITTVIGGGTFDY
(SEC ID N°: 23) (SEC ID N°: 25) (SEC ID N°: 27) _
$10C2NT | GFSLRKVGRSVS HIYWDDDKRYNPSLRN RAITTVIGGGTFDY
: (SEC ID N°: 23) (SEC ID N°: 25) | (SEC ID N°: 27)
510C2NA | GFSLRKVGRSVS HIYWDDDKRYNPSLRN RAITTVIGGGTFDY
(SEC ID N°: 23) (SEC ID Ne: 25) B (SEC ID Ne: 27)
Cc12 GFSLRKVGSSVS HIYWDDDKRLNPSLRN RAITTVIGGGTFDL
(SEC ID Ne: 24) (SEC ID N®: 26) | (SEC ID Ne: 28)
C12NH GFSLRKVGSSVS HIYWDDDKRLNPSLRN RAITTVIGGGTFDL
(SEC ID Ne: 24) (SEC ID N°: 26) (SEC ID N° 28)
C12NR GFSLRKVGSSVS HIYWDDDKRLNPSLRN RAITTVIGGGTFDL
(SEC ID N°: 24) (SEC ID Ne: 26) (SEC ID Ne: 28)
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Fig. 4
Cadena ligera de N93H-C12:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASSSISYMHWYQQKPGKAPKLLIYDTSKLARGVPSRFSGSGSGTDFT
LTISSLQPEDFATYYCQOWYLHPLTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
(SEC ID N°: 32)

Cadena pesada de N93H-C12:

QLOLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGFSLRKVGSSVSWIRQPPGKGLENIGHI YWDDDKRLNPSLRNRVTI
SVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARRAITTVIGGGT FDLWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRST
SESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTY TCNVDHKP
SNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSS IEKT I SKAKGQPREPQVYTL
PPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG (SEC ID N° 33)
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FIG. 5
A. B
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