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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-esclerostina

La presente invencién pertenece al campo de la medicina, en particular en el campo de los anticuerpos dirigidos
contra la esclerostina. Mas especificamente, la invencién se refiere a anticuerpos de alta afinidad que se unen
especificamente a la esclerostina humana y al uso terapéutico de los anticuerpos para varios trastornos o afecciones
en sujetos humanos que se benefician de un incremento en al menos uno de masa dsea, densidad mineral dsea,
contenido mineral 6seo o resistencia 6sea.

La osteoporosis es una enfermedad en la que se reduce la densidad mineral 6sea (DMO), se deteriora la
microarquitectura ésea y los huesos osteoporoésicos tienen un alto riesgo de fractura. La osteoporosis sigue siendo
un causa principal de discapacidad a largo plazo y de mortalidad, en particular entre los ancianos. Aunque los
tratamientos eficaces para la osteoporosis se presentan en forma de una modificacion del estilo de vida y
farmacoterapia, los tratamientos actualmente disponibles son limitados en nimero y eficacia, a menudo estan
asociados con efectos secundarios no deseados y no son universalmente aceptables para los pacientes. Varios
agentes antirresortivos incluidos calcitonina, bisfosfonatos, reemplazo de estrégeno y moduladores selectivos de
receptores de estrégeno (MSRE) evitan una pérdida 6sea adicional, pero no reconstruyen el hueso una vez que se
ha perdido. Esta disponible un agente anabdlico que incrementa la masa 6sea y la densidad mineral ésea y
restablece la arquitectura ésea en forma de PTH(1-34) humano. Sin embargo, este agente terapéutico requiere
diariamente una inyeccién subcutanea, a menudo durante un afio o mas, lo que da como resultado un cumplimiento
por parte del paciente menor del completo.

La esclerostina, el producto génico de SOST, se expresa fuertemente en los osteocitos dentro del hueso. Debido a
su papel como regulador negativo potente de formacién 6sea, la esclerostina es un objetivo deseable para la
intervencion terapéutica para trastornos o afecciones lo que se beneficiaria de un incremento en al menos uno de
masa 6sea, densidad mineral 6sea, contenido mineral 6seo y resistencia 6sea, por ejemplo, osteoporosis. Por lo
tanto, los anticuerpos anti-esclerostina pueden resultar Gtiles como un enfoque anabdlico para el tratamiento de
dichos trastornos o afecciones. La publicacion internacional PCT N.2 WO 2006/119107 divulga secuencias de
aminoacidos de anticuerpos humanizados anti-esclerostina particulares en los que todas las CDR son totalmente
murinas, es decir, no estan alteradas de las CDR de un anticuerpo generado en un ratén. El documento WO
2006/119062 divulga anticuerpos o fragmentos de los mismos que se pueden unir a la esclerostina, lo que se dice
que es Util para tratar una amplia variedad de afecciones relacionadas con los huesos.

Existe la necesidad de obtener un anticuerpo anti-esclerostina alternativo que se una a la esclerostina humana con
una fuerte afinidad de union y que tenga un valor de Clsp bajo en un ensayo de bioactividad de esclerostina. Se
podria prever que un anticuerpo de este tipo es mas eficaz terapéuticamente, en particular para la osteoporosis, y
requiere una dosificacién menos frecuente que PTH(1-34) o un anticuerpo anti-esclerostina con una afinidad de
uniéon menor (es decir, una Kp mayor) o un valor de Clsp mayor. También existe una necesidad de obtener un
anticuerpo especifico para la esclerostina humana donde exista una disminucién en el riesgo de una respuesta
inmunitaria para el anticuerpo provocada por un sujeto humano administrado con el anticuerpo o una disminucién en
el riesgo de inestabilidad mientras que se mantienen las propiedades del anticuerpo de tener una alta afinidad de
unién para esclerostina humana y un valor de Clsp bajo en un ensayo de bioactividad. Los anticuerpos anti-
esclerostina de la presente invencion satisfacen estas necesidades y proporcionan ventajas relacionadas.

Los anticuerpos de la invencidon son anticuerpos monoclonales quiméricos o humanizados, comprenden una
secuencia polipeptidica especifica divulgada en el presente documento, se unen especificamente a la esclerostina
humana con una alta afinidad de unién y se pueden usar para incrementar al menos uno de masa 6sea, densidad
mineral 6sea, contenido mineral 6seo y resistencia ésea en un mamifero, preferentemente un ser humano.

En un modo de realizacion, al menos una CDR en un anticuerpo de la invencion difiere en la secuencia de
aminoacidos de la CDR en la posicién presente en un anticuerpo origina, es decir, el anticuerpo generado en un
roedor (por ejemplo, un raton), a partir del que se deriva el anticuerpo variante, es decir, el anticuerpo humanizado o
quimérico de la invencion. Preferentemente, dicha(s) sustitucion/sustituciones de aminoacidos en una secuencia de
CDR de un anticuerpo de la invencién da como resultado una mayor afinidad de unién (es decir, Kp menor) con
esclerostina humana, una Clsop menor en un ensayo de bioactividad de esclerostina, 0 ambas, que las presentes en
el anticuerpo original. Una sustitucidon de aminoacidos en una secuencia de CDR de un anticuerpo de la invencion de
la presente en la CDR del anticuerpo original puede dar como resultado una disminucion en la respuesta
inmundgena para el anticuerpo por un ser humano administrado con el anticuerpo. Ademas, una sustitucion de
aminodcidos en una secuencia de CDR de un anticuerpo de la invencion de la presente en la CDR del anticuerpo
original puede disminuir el riesgo de inestabilidad del anticuerpo, por ejemplo, por la sustitucién de un residuo de
asparagina con un aminoacido diferente disminuyendo de este modo el riesgo de desaminacién.

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un anticuerpo o un fragmento funcional
del mismo que se une especificamente a la esclerostina humana, en el que el anticuerpo o fragmento funcional del
mismo comprende seis CDR con las siguientes secuencias de aminoacidos: HCDR1 con SEQ ID NO: 26, HCDR2
con SEQ ID NO: 27, HCDR3 con SEQ ID NO: 28, LCDR1 con SEQ ID NO: 29, LCDR2 con SEQ ID NO: 30 y LCDR3
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con SEQ ID NO: 31.

Preferentemente, el anticuerpo o un fragmento funcional del mismo de acuerdo con la presente invencion
comprende una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera en el que, la regién
variable de cadena pesada tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15 y la regién variable de cadena
ligera tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18.

Aun mas preferentemente, el anticuerpo o un fragmento funcional del mismo de acuerdo con la presente invencion
comprende un polipéptido de cadena pesada con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 y un polipéptido de
cadena ligera con la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 6.

De acuerdo con un segundo aspecto de la presente invencion, se proporciona una composicion farmacéutica, que
comprende el anticuerpo de la presente invencion, y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un anticuerpo o un fragmento funcional del
mismo de acuerdo con la presente invencién para su uso como medicamento.

Preferentemente, el anticuerpo o un fragmento funcional del mismo de acuerdo con la presente invencién se usa
para incrementar al menos uno de masa 6sea, densidad mineral 6sea, contenido mineral éseo, o resistencia ésea en
un sujeto humano, y mas en particular para tratar una enfermedad o trastorno seleccionado de osteoporosis,
osteopenia, artrosis, dolor asociado con artrosis, artritis reumatoide, enfermedad periodontal, o mieloma mudltiple en
un sujeto humano.

Un anticuerpo divulgado en el presente documento se une especificamente a la esclerostina humana y comprende
seis regiones CDR con secuencias de aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en de (i) HCDR1 con SEQ
ID NO: 20, HCDR2 con SEQ ID NO: 21, HCDR3 con SEQ ID NO: 22, LCDR1 con SEQ ID NO: 23, LCDR2 con SEQ
ID NO: 24, y LCDRS3 con SEQ ID NO: 25; (i) HCDR1 con SEQ ID NO: 26, HCDR2 con SEQ ID NO: 27, HCDRS3 con
SEQ ID NO: 28, LCDR1 con SEQ ID NO: 29, LCDR2 con SEQ ID NO: 30, y LCDR3 con SEQ ID NO: 31; y (iii)
HCDR1 con SEQ ID NO: 32, HCDR2 con SEQ ID NO: 33, HCDR3 con SEQ ID NO: 34, LCDR1 con SEQ ID NO: 35,
LCDR2 con SEQ ID NO: 36, y LCDR3 con SEQ ID NO: 37.

En un caso, un anticuerpo se une especificamente a la esclerostina humana y comprende un polipéptido de region
variable de cadena pesada ("HCVR") y un polipéptido de regién variable de cadena ligera ("LCVR") en el que (i) la
HCVR tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14 y la LCVR tiene la secuencia de amino&cidos de SEQ
ID NO: 17; (ii) la HCVR tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15 y la LCVR tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 18; o (iii) la HCVR tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16 y la LCVR
tiene la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO: 19.

En otro caso, un anticuerpo se une especificamente a la esclerostina humana y comprende un polipéptido de cadena
pesada y un polipéptido de cadena ligera en el que, (i) el polipéptido de cadena pesada tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y el polipéptido de cadena ligera tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
5; (ii) el polipéptido de cadena pesada tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 y el polipéptido de
cadena ligera tiene la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 6; o (iii) el polipéptido de cadena pesada tiene la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 y el polipéptido de cadena ligera tiene la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 7.

En un caso, los anticuerpos como se definen en el presente documento, definidos preferentemente con un nimero
de SEQ ID, se caracterizan ademas por tener una afinidad de unién (Kp) para la esclerostina humana de
aproximadamente 10 pM o menos a 25 °C. Los anticuerpos preferentes tiene una Kp para la esclerostina de
macacos de Java de aproximadamente 100 pM o menos a 25 °C. Los anticuerpos mas preferentes tienen una
afinidad de union para la esclerostina humana de aproximadamente 10 pM o menos a 25 °C y una afinidad de union
para la esclerostina de macacos de Java de aproximadamente 100 pM o menos a 25 °C.

En otro caso, los anticuerpos como se define en el presente documento, definidos preferentemente con un nimero
de SEQ ID, se caracterizan por tener una Clso de 50 nM o menos en un ensayo de fosfatasa alcalina especifico de
hueso usando esclerostina humana. Preferentemente, estos anticuerpos también tienen una Kp para la esclerostina
humana de aproximadamente 10 pM o menos a 25 °C. Mas preferentemente, estos anticuerpos tienen una Kp para
la esclerostina humana de aproximadamente 10 pM o menos a 25 °C y una Kp para la esclerostina de macacos de
Java de aproximadamente 100 pM o menos a 25 °C.

En otro caso, la invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo de la invencion
y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. Preferentemente, la composicion farmacéutica comprende
una poblacién homogénea o sustancialmente homogénea de un anticuerpo monoclonal de la invencién y un vehiculo
o diluyente farmacéuticamente aceptable.

La invencién engloba el uso de un anticuerpo de la invencion para la preparacion de un medicamento. Para su uso
en un procedimiento para incrementar al menos uno de masa ésea, densidad mineral 6sea, contenido mineral 6seo
o resistencia ésea en un animal, preferentemente una especie de mamifero, mas preferentemente un sujeto
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humano.

En el presente documento se divulga un procedimiento de incremento de al menos uno de masa ésea, densidad
mineral 6sea, contenido mineral 6seo o resistencia 6sea que comprende administrar a un sujeto humano que lo
necesite, una cantidad eficaz de un anticuerpo de la invencién.

En el presente documento se divulga también un procedimiento para tratar una enfermedad, afeccién o trastorno, en
un sujeto humano, que se beneficia de un incremento en al menos uno de masa 6sea, densidad mineral dsea,
contenido mineral éseo o resistencia 6sea, incluidos, por ejemplo, osteoporosis, osteopenia, artrosis, dolor asociado
con artrosis, enfermedad periodontal y mieloma multiple.

En el presente documento también se divulga un procedimiento para detectar la proteina esclerostina en una
muestra bioldgica, que comprende incubar un anticuerpo de la invencién con la muestra biolégica en condiciones y
durante un tiempo suficiente para permitir que dicho anticuerpo se una a la proteina esclerostina, y detectar dicha
unién. Un anticuerpo preferente para su uso en dicho ensayo de deteccién tiene un polipéptido de cadena pesada
con SEQ ID NO:40 y un polipéptido de cadena ligera con SEQ ID NO: 41; un polipéptido de cadena pesada con SEQ
ID NO: 42, y un polipéptido de cadena ligera con SEQ ID NO: 43; un polipéptido de cadena pesada con SEQ ID NO:
2 y un polipéptido de cadena ligera con SEQ ID NO: 5; un polipéptido de cadena pesada con SEQ ID NO: 3 y un
polipéptido de cadena ligera con SEQ ID NO: 6; o un polipéptido de cadena pesada con SEQ ID NO: 4 y un
polipéptido de cadena ligera con SEQ ID NO: 7.

En el presente documento se divulgan moléculas de acido nucleico aisladas que codifican un anticuerpo de la
invencion; un vector que comprende ese acido nucleico, opcionalmente unido de forma funcional a secuencias de
control reconocidas por una célula huésped transformada con el vector; una célula huésped que comprende ese
vector; un procedimiento para producir un anticuerpo de la invencién que comprende cultivar la célula huésped de
modo que se exprese el acido nucleico y, opcionalmente, recuperar el anticuerpo del medio de cultivo de célula
huésped.

La invencion presenta anticuerpos que se unen especificamente a la esclerostina humana, neutralizan o antagonizan
al menos una bioactividad de esclerostina humana in vitro o in vivo y presentan ademas una fuerte afinidad de union
con la esclerostina humana. Cuando se usa en el presente documento, el término "esclerostina" se refiere a la
proteina humana de longitud completa con la secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ ID NO: 1 o a la forma
madura de la proteina con la secuencia sefal retirada.

El término "anticuerpo,” en referencia a un anticuerpo anti-esclerostina de la invencién (o simplemente, "anticuerpo
de la invencion"), como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo monoclonal. Un "anticuerpo
monoclonal", como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo quimérico o un anticuerpo
humanizado, a menos que se indique de otro modo. Los anticuerpos monoclonales de la invencién se pueden
producir usando, por ejemplo, tecnologias recombinantes, tecnologias de presentacidon en fagos, tecnologias
sintéticas, por ejemplo, injertos de CDR, o combinaciones de dichas tecnologias facilmente conocidas en la técnica.
"Anticuerpo monoclonal" se refiere a un anticuerpo que se deriva de una Unica copia o clon, incluido, por ejemplo,
cualquier clon eucariota, procariota, o de fago, y no el procedimiento por el que se produce.

Un "anticuerpo monoclonal" o "anticuerpo de la invenciéon" o simplemente "anticuerpo” puede ser un anticuerpo
intacto (que comprende una regién Fc de completa o de longitud completa), o una porcién o fragmento de un
anticuerpo que comprende una porciéon de union a antigeno, por ejemplo, un fragmento Fab, fragmento Fab’, o
fragmento F(ab’). de un anticuerpo quimérico o humanizado. Los fragmentos de unién a antigeno particularmente
preferentes de un anticuerpo de la invencion retienen la capacidad de inhibir o neutralizar una o mas bioactividades
caracteristicas de una esclerostina de mamifero in vivo o in vitro. Por ejemplo, en un modo de realizacién, una
porcién de unién a antigeno de un anticuerpo de la invencion puede inhibir la interaccién de la esclerostina humana
madura con uno o mas de sus ligandos y/o puede inhibir una o mas funciones mediadas por receptor de la
esclerostina humana.

Ademas, un "anticuerpo monoclonal" o "anticuerpo de la invencion" o simplemente "anticuerpo”, como se usa en el
presente documento, puede ser un fragmento Fv de cadena ligera que se puede producir uniendo el ADN que
codifica la LCVR y la HCVR con una secuencia enlazadora. (Véase, Pluckthun, The Pharmacology of Monoclonal
Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds., Springer-Verlag, New York, p. 269-315, 1994). Se entiende que
independientemente de si se especifican los fragmentos o porciones de unién a antigeno, el término "anticuerpo”,
como se usa en el presente documento, incluye dichos fragmentos o porciones asi como formas monocatenarias, a
menos que se indique de otro modo. Siempre que la proteina retenga la capacidad para unirse especificamente a
esclerostina, se incluye dentro del término "anticuerpo”.

La expresion "se une especificamente”, como se usa en el presente documento, se refiere a la situaciéon en la que un
miembro de un par de unién especifica no se une especificamente a moléculas distintas de su(s) comparero(s) de
unién especifica, medido por una técnica disponible en la técnica, por ejemplo, ELISA de competicién, ensayo
BIACORE® o ensayo KINEXA®. También se puede aplicar el término cuando, por ejemplo, un dominio de unioén a
antigeno de un anticuerpo de la invencion es especifico para un epitopo particular que es llevado por varios
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antigenos, caso en el que el anticuerpo que lleva el dominio de unién a antigeno se podra unir especificamente a los
diversos antigenos que llevan el epitopo. El término "epitopo" se refiere a esa porcion de una molécula que se puede
reconocer por y unirse por un anticuerpo a una o mas de las regiones de unién a antigeno del anticuerpo.

El término "bioactividad", en referencia a un anticuerpo de la invencion, incluye, pero no se limita a, afinidad de union
a epitopo o antigeno, capacidad para neutralizar o antagonizar una bioactividad de esclerostina in vivo o in vitro, Clsg
en un ensayo de fosfatasa alcalina especifico de hueso (por ejemplo, como se describe en el ejemplo 2, en el
presente documento) u otro ensayo de actividad in vitro, la estabilidad in vivo y/o in vitro del anticuerpo y las
propiedades inmundégenas del anticuerpo, por ejemplo, cuando se administra a un sujeto humano. Las propiedades
o0 caracteristicas mencionadas anteriormente se pueden observar o medir usando técnicas reconocidas en la técnica
incluidas, pero sin limitarse a, ELISA, ELISA competitiva, analisis de resonancia de plasmon superficial, ensayos de
neutralizacion in vitro e in vivo sin limite, uniéon a receptor e inmunohistoquimica con secciones de tejido de
diferentes fuentes incluidas humano, primate, o cualquier otra fuente como se pueda necesitar.

El término "bioactividad" en referencia a esclerostina, incluye, pero no se limita a, unién especifica de esclerostina a
otra proteina (por ejemplo, un receptor o miembro de la familia de TGF-B), una o mas funciones mediadas por
receptor de esclerostina humana, transduccién de sefal, propiedades inmunégenas, estabilidad in vivo o in vitro,
afectando a los niveles o la actividad de otra proteina in vivo o in vitro (véase por ejemplo, el ejemplo 2), niveles de
expresion de esclerostina y distribucion tisular.

El término "inhibir" o "neutralizar", como se usa en el presente documento con respecto a una bioactividad de un
anticuerpo de la invencion, quiere decir la capacidad para antagonizar, prohibir, prevenir, restringir, ralentizar,
interrumpir, eliminar, detener, reducir o invertir sustancialmente una bioactividad de esclerostina (por ejemplo,
medido en el ejemplo 2, en el presente documento).

El término "numeracion de Kabat", como se usa en el presente documento, se reconoce en la técnica y se refiere a
un sistema de numeracion de residuos aminoacidicos que son mas variables (es decir, hipervariables) que otros
residuos de aminoacidos en las regiones de cadena pesada y ligera del anticuerpo (Kabat, et al., Ann. NY Acad. Sci.
190:382-93 (1971); Kabat, et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, quinta edicion, U.S. Department
of Health and Human Services, publicacion NIH N.2 91-3242 (1991)). La colocacién de las CDR en la region variable
de un anticuerpo sigue la numeracion de Kabat o simplemente, "Kabat". Un polinucleétido se "une de forma
funcional" cuando se coloca en relacion funcional con otro polinucleétido. Por ejemplo, un promotor o potenciador se
une de forma funcional a una secuencia codificante si afecta a la transcripcion de la secuencia. Los términos "sujeto”
y "paciente", usados de manera intercambiable en el presente documento, se refieren a un mamifero,
preferentemente un humano. E un determinado modo de realizacién, el sujeto se caracteriza ademas con una
enfermedad o trastorno o afeccién que se beneficiaria de una disminucién en el nivel de esclerostina o disminucion
en la bioactividad de esclerostina.

El término "vector" se refiere a una molécula de acido nucleico que puede transportar otro acido nucleico al que se
ha unido de forma funcional incluido, pero sin limitarse a, plasmidos y vectores viricos. Ciertos vectores se pueden
replicar de forma auténoma en una célula huésped dentro de la que se introducen mientras que otros vectores se
pueden integrar en el genoma de una célula huésped tras la introduccion en la célula huésped y por lo tanto, se
replican junto con el genoma del huésped. Ademas, ciertos vectores pueden dirigir la expresiéon de genes a los que
estan unidos de forma funcional. Dichos vectores se denominan en el presente documento "vectores de expresion
recombinantes” (o simplemente "vectores de expresion"). Los vectores ejemplares son bien conocidos en la técnica.

Como se usa en el presente documento, las expresiones "célula", "célula huésped" y "cultivo celular" se usan de
manera intercambiable e incluyen una celda individual o cultivo celular que es un receptor de cualquier polinucleétido
aislado de la invencién o cualquier vector recombinante que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica
una HCVR, una LCVR o un anticuerpo de la invenciéon. Una célula huésped incluye células transformadas,
transducidas o infectadas con uno o més vectores recombinantes o un polinucleétido que expresa un anticuerpo
monoclonal de la invencion o una cadena ligera o cadena pesada del mismo.

Cada cadena pesada de un anticuerpo de longitud completa se compone de una regién variable de cadena pesada
N-terminal (en el presente documento "HCVR") y una regién constante de cadena pesada. Cada cadena ligera de un
anticuerpo de longitud completa se compone de una regién variable de cadena ligera N-terminal (en el presente
documento "LCVR") y una regién constante de cadena ligera. Las regiones HCVR y LCVR se pueden subdividir
ademas en regiones de hipervariabilidad denominadas “regiones determinantes de la complementariedad” (“CDR”),
intercaladas con regiones que estdn mas conservadas, denominadas “regiones estructurales” (FR). La capacidad
funcional de un anticuerpo para unir un antigeno o epitopo particular esta grandemente influenciada por las seis
CDR presentes en la region variable del anticuerpo. Cada HCVR y LCVR se compone de tres CDR (HCDR1,
HCDR2 y HCDRS3 en la HCVR y LCDR1, LCDR2 y LCDRS3 en la LCVR) y cuatro FR, dispuestas desde el amino
terminal hasta el carboxi terminal en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Las CDR
contienen la mayoria de los residuos que forman interacciones especificas con el antigeno. La colocacion de CDR
dentro de la regién variable sigue la numeracién de Kabat.

Las cadenas ligeras se clasifican como kappa o lambda y se caracterizan por una regidén constante particular como
5
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se conoce en la técnica. Las cadenas pesadas se clasifican como gamma, mu, alfa, delta, o épsilon, y definen el
isotipo del anticuerpo como IgG, IgM, IgA, IgD, y IgE, respectivamente y varias de estas se pueden dividir ademas
en subclases, por ejemplo, IgG+, 1gGz, 19Gs, 1gGs. Cada tipo de cadena pesada se caracteriza por una regién
constante particular con una secuencia facilmente conocida en la técnica. La regién constante de cadena ligera
kappa y las regiones constantes de cadena pesada IgGs, IgGo, IgGs, IgGs son regiones constantes preferentes en
los anticuerpos de la invencion. Mas preferentemente, la regiéon constante de cadena pesada comprende un
polipéptido con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 38 codificada por un polinucleétido con SEQ ID NO:
39. Los anticuerpos quiméricos pueden tener regiones constantes de origen no humano, preferentemente de rata o
murino.

Como se usa en el presente documento, la "region de unién a antigeno” o "porcion de unién a antigeno” se refiere a
esa porcion de una molécula de anticuerpo, dentro de la regién variable, que contiene los residuos de aminoacidos
que interaccionan con un antigeno y confieren en el anticuerpo su especificidad y afinidad por el antigeno. Esta
porcién de anticuerpo incluye los residuos de aminodacidos estructurales necesarios para mantener la conformacién
apropiada de los residuos de unién a antigeno.

Un anticuerpo preferente comprende seis CDR con secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 20, 21, 22, 23, 24 y
25. Otro anticuerpo preferente comprende seis CDR con secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 32, 33, 34, 35,
36 y 37. Un anticuerpo mas preferente comprende seis CDR con secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 26, 27,
28, 29, 30 y 31. Las CDR de estos anticuerpos preferentes existen en la posicion establecida en la tabla 1 a
continuacion. Las CDR se colocan en la regién variable de acuerdo con Kabat.

Un anticuerpo preferente comprende una LCVR con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO 17, 18 o 19. Otros
anticuerpos monoclonales preferentes comprenden una HCVR con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14,
15 o 16. Mas preferentemente, un anticuerpo comprende una LCVR de SEQ ID NO: 17 y una HCVR de SEQ ID NO:
14. Un anticuerpo alternativo comprende una LCVR de SEQ ID NO: 19 y una HCVR de SEQ ID NO: 16. Un
anticuerpo mas preferente comprende una LCVR de SEQ ID NO: 18 y una HCVR de SEQ ID NO: 15.
Preferentemente, dichas LCVR se unen a una regién constante de cadena ligera, preferentemente de origen
humano, preferentemente una cadena kappa. Preferentemente, dichas HCVR se unen de manera funcional a una
region constante de cadena pesada, preferentemente de origen humano, preferentemente 1gGi o 19Gs, lo mas
preferentemente una regién constante de cadena pesada que comprende la secuencia de SEQ ID NO:38.

Un anticuerpo preferente comprende un polipéptido de cadena pesada con SEQ ID NO: 2 y un polipéptido de
cadena ligera con SEQ ID NO: 5. El polipéptido de cadena pesada con SEQ ID NO: 2 se puede codificar, por
ejemplo, por una secuencia polinucleotidica de SEQ ID NO: 8, el polipéptido de cadena ligera con SEQ ID NO: 5 se
puede codificar, por ejemplo, por un polinucleétido de SEQ ID NO: 11.

Otro anticuerpo preferente comprende un polipéptido de cadena pesada con SEQ ID NO: 4 y un polipéptido de
cadena ligera con SEQ ID NO: 7. El polipéptido de cadena pesada con SEQ ID NO:4 se puede codificar, por
ejemplo, por una secuencia polinucleotidica de SEQ ID NO: 10, el polipéptido de cadena ligera con SEQ ID NO: 7 se
puede codificar, por ejemplo, por un polinucleétido de SEQ ID NO: 13.

Otro anticuerpo preferente comprende un polipéptido de cadena pesada con SEQ ID NO: 3 y un polipéptido de
cadena ligera con SEQ ID NO: 6. El polipéptido de cadena pesada con SEQ ID NO:3 se puede codificar por una
secuencia polinucleotidica de SEQ ID NO: 9, el polipéptido de cadena ligera con SEQ ID NO: 6 se puede codificar
por un polinucledtido de SEQ ID NO: 12. Los anticuerpos humanizados preferentes se denominan en el presente
documento 86, 88 y 89. Los SEQ ID NO de sus secuencias son como se enumeran en la tabla 1 dada a
continuacion.

Tabla 1- SEQ ID NO de proteina

s (020 [esoors v (oo foore ooms ooy [oom [oore Teons
86 2 5 14 20 21 22 17 23 24 25
88 3 6 15 26 27 28 18 29 30 31
89 4 7 16 32 33 34 19 35 36 37

Preferentemente, un anticuerpo en el que las seis CDR, la HCVR, la LCVR, la HCVR y la LCVR, la cadena pesada
completa, la cadena ligera completa, o la cadena pesada completa y la cadena ligera completa estan limitadas por
una secuencia particular como se muestra por un SEQ ID NO en el presente documento (véase, por ejemplo, la
tabla 1) se caracteriza ademas por tener una Kp para esclerostina humana a 25 °C de menos de aproximadamente
10 pM, 8 pM, 6 pM o 4 pM, mas preferentemente menos de aproximadamente 2,2 pM. Adicionalmente, es preferente
que dicho anticuerpo esté limitado ademas por tener una Kp para esclerostina de macaco de Java a 25 °C de menos
de aproximadamente 100 pM, 90 pM o 80 pM, o mas preferentemente de menos de aproximadamente 75 pM.
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Preferentemente, un anticuerpo en el que las seis CDR, la HCVR, la LCVR, la HCVR y la LCVR, la cadena pesada
completa, la cadena ligera completa, o la cadena pesada completa y la cadena ligera completa estan limitadas por
una secuencia particular como se muestra por un SEQ ID NO en el presente documento se caracteriza ademas por
tener una Clsp en un ensayo de fosfatasa alcalina especifico de hueso usando esclerostina humana (véase, por
ejemplo, el ejemplo 2 en el presente documento) de aproximadamente 50 nM o0 menos, aproximadamente 40, 35, o
30 nM o menos, mas preferentemente de aproximadamente 25 nM, ain mas preferentemente de aproximadamente
20 nM (por ejemplo, 20,2 nM) o0 menos.

Mas preferentemente, un anticuerpo en el que las seis CDR, la HCVR, la LCVR, la HCVR y la LCVR, la cadena
pesada completa, la cadena ligera completa, o la cadena pesada completa y la cadena ligera completa estan
limitadas por una secuencia particular como se muestra por un SEQ ID NO en el presente documento se caracteriza
ademas por tener una Kp para esclerostina humana a 25 °C o menos de aproximadamente 10 pM, 8 pM, 6 pM o 4
pM, mas preferentemente menos de aproximadamente 2,2 pM, y también se caracteriza por tener una Clsg en un
ensayo de fosfatasa alcalina especifico de hueso usando esclerostina humana de aproximadamente 50 nM o menos,
aproximadamente 40, 35, o 30 nM o menos, mas preferentemente aproximadamente 25 nM o menos, ain mas
preferentemente de aproximadamente 20 nM (por ejemplo, 20,2 nM) o menos.

Aun mas preferentemente, un anticuerpo en el que las seis CDR, la HCVR, la LCVR, la HCVR y la LCVR, la cadena
pesada completa, la cadena ligera completa, o la cadena pesada completa y la cadena ligera completa estan
limitadas por una secuencia particular como se muestra por un SEQ ID NO en el presente documento se caracteriza
ademas por tener una Kp para esclerostina humana a 25 °C o menos de aproximadamente 10 pM, 8 pM, 6 pM o 4
pM, mas preferentemente menos de aproximadamente 2,2 pM; también se caracteriza por tener una Clsg en un
ensayo de fosfatasa alcalina especifico de hueso usando esclerostina humana de aproximadamente 50 nM o menos,
aproximadamente 40, 35, o 30 nM o menos, mas preferentemente de aproximadamente 25 nM o menos, adn mas
preferentemente de aproximadamente 20 nM (por ejemplo, 20,2 nM) o menos; y también se caracteriza por tener
una Clsp en un ensayo de fosfatasa alcalina especifico de hueso usando esclerostina de macaco de Java de
aproximadamente 75 nM o menos.

Expresién de anticuerpo

La presente invencion también esta dirigida a células huésped que expresan un anticuerpo anti-esclerostina de la
invencion. La creacion y el aislamiento de lineas de células huésped que producen un anticuerpo de la invencion se
pueden lograr usando técnicas estandar conocidas en la técnica.

Se puede usar una amplia variedad de sistemas de expresion de huésped conocidos en la técnica para expresar un
anticuerpo de la presente invencion incluyendo sistemas de expresion procariotas (bacterianos) y eucariotas (tales
como levaduras, baculovirus, células vegetales, células de mamifero y otras células animales, animales transgénicos
y células de hibridoma), asi como los sistemas de expresién de presentacion en fagos. Un anticuerpo de la invencion
se puede preparar por expresién recombinante de genes de cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulinas en una
célula huésped. Para expresar un anticuerpo de manera recombinante, una célula huésped se transforma,
transduce, se infecta o similar con uno o méas vectores de expresion recombinantes que llevan fragmentos de ADN
que codifican las cadenas ligeras y/o pesadas de inmunoglobulina del anticuerpo de modo que las cadenas ligeras
y/o pesadas se expresan en la célula huésped. La cadena pesada y la cadena ligera se pueden expresar
independientemente a partir de diferentes promotores a los que estan unidos de forma funcional en un vector o, de
forma alternativa, la cadena pesada y la cadena ligera se pueden expresar independientemente a partir de diferentes
promotores a los que estan unidos de forma funcional en dos vectores (uno que expresa la cadena pesada y uno
que expresa la cadena ligera). Opcionalmente, la cadena pesada y la cadena ligera se pueden expresar en
diferentes células huésped.

Adicionalmente, el vector de expresion recombinante puede codificar un péptido sefal que facilita la secrecion de la
cadena ligera y/o pesada del anticuerpo anti-esclerostina desde una célula huésped. El gen de la cadena ligera y/o
pesada del anticuerpo anti-esclerostina se puede clonar dentro del vector de modo que el péptido sefnal se une de
manera funcional en fase al amino terminal del gen de la cadena del anticuerpo. El péptido sefal puede ser un
péptido sefial de inmunoglobulina o un péptido sefnal heterélogo. Preferentemente, los anticuerpos recombinantes se
segregan en el medio en el que se cultivan las células huésped, a partir del que se pueden recuperar o purificar los
anticuerpos.

Un ADN aislado que codifica una regién HCVR se puede convertir en un gen de cadena pesada de longitud
completa uniendo de forma funcional el ADN que codifica la HCVR a otra molécula de ADN que codifica regiones
constantes de cadenas pesadas. Las secuencias de genes de region constante de cadena pesada humanos, asi
como de otros mamiferos, son conocidos en la técnica. Los fragmentos de ADN que engloban estas regiones se
pueden obtener, por ejemplo, por amplificacion de PCR estandar. La regién constante de cadena pesada puede ser
de cualquier tipo , (por ejemplo, IgG, IgA, IgE, IgM o IgD), clase (por ejemplo, IgG1, IgGz, IgGs e 1gGa) o subclase de
region constante y cualquier variante alotipica de la misma como se describe en Kabat (supra). Una region constante
de cadena pesada preferente comprende el polipéptido de SEQ ID NO:38.

Un ADN aislado que codifica una regién LCVR se puede convertir en un gen de cadena ligera de longitud completa
7
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(asi como en un gen de cadena ligera de Fab) uniendo de manera funcional el ADN que codifica la LCVR a otra
molécula de ADN que codifica una region constante de cadena ligera. Las secuencias de genes de region constante
de cadena ligera humanos, asi como de otros mamiferos, son conocidos en la técnica. Los fragmentos de ADN que
engloban estas regiones se pueden obtener por amplificacién de PCR estandar. La regién constante de cadena
ligera puede ser una regién constante kappa o lambda.

Las células huésped de mamifero preferentes para su uso en la invenciéon son células CHO (por ejemplo, ATCC
CRL-9096), células NSO, células SP2/0 y células COS (ATCC por ejemplo, CRL-1650, CRL-1651), HeLa (ATCC
CCL-2). Células huésped adicionales para su uso en la invencion incluyen otras células de mamifero, células de
levadura y células procariotas. Cuando se introducen vectores de expresion recombinantes que codifican genes de
anticuerpo en células huésped de mamifero, se producen los anticuerpos cultivando las células huésped durante un
periodo de tiempo suficiente para permitir la expresion del anticuerpo en las células huésped o, mas
preferentemente, la secrecién del anticuerpo en el medio de cultivo en el que se hacen crecer las células huésped.
Los anticuerpos se pueden recuperar de la célula huésped y/o del medio de cultivo usando procedimientos de
purificaciéon estandar.

Una vez expresados, los anticuerpos intactos, las cadenas ligeras y pesadas individuales, u otras formas de
inmunoglobulina de la presente invencién se pueden purificar de acuerdo con procedimientos estandar de la técnica,
incluyendo precipitacién con sulfato de amonio, intercambio idnico, afinidad, cromatografia en columna de
interaccion hidréfoba, fase inversa, electroforesis en gel y similares. Las inmunoglobulinas sustancialmente puras
con una homogeneidad de al menos aproximadamente un 90 %, 92 %, 94 % o 96 % son preferentes, y con una
homogeneidad de un 98 a un 99 % o mas las mas preferentes, para usos farmacéuticos. Una vez purificados,
parcialmente o hasta la homogeneidad segin se desee, los anticuerpos estériles se usar a continuacion
terapéuticamente, como se indica en el presente documento.

Anticuerpo humanizado

Preferentemente, un anticuerpo de la invencién que se va a usar con propoésitos terapéuticos, tiene la secuencia de
la regién estructural y constante (en la medida en que existe en el anticuerpo) derivada del mamifero en el que se
usaria como agente terapéutico para disminuir la posibilidad de que el mamifero provoque una respuesta inmunitaria
contra el anticuerpo terapéutico. Los anticuerpos humanizados son de particular interés puesto que son valiosos
para una aplicacion terapéutica y disminuyen la probabilidad de una respuesta al anticuerpo anti-raton humano
observada frecuentemente con anticuerpos de origen murino o anticuerpos que comprenden porciones que son de
origen murino cuando se administra a un sujeto humano. Preferentemente, los anticuerpos humanizados inyectados
pueden tener una semivida méas parecida a la de los anticuerpos humanos naturales que a la de, por ejemplo, los
anticuerpos murinos, permitiendo de este modo que se administren dosis mas pequefias y menos frecuentes a un
sujeto.

El término "anticuerpo humanizado", como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo en el que al
menos una porcién es de origen humano. Por ejemplo, el anticuerpo humanizado puede comprender porciones
derivadas de un anticuerpo de origen no humano, tal como un ratén, y porciones derivadas de un anticuerpo de
origen humano, unidas entre si, por ejemplo, quimicamente por técnicas convencionales (por ejemplo, sintéticas) o
preparadas como un polipéptido contiguo usando técnicas de ingenieria genética.

Preferentemente, un "anticuerpo humanizado" tiene CDR que se originan de o se derivan de un anticuerpo original,
es decir, un anticuerpo no humano (preferentemente un anticuerpo monoclonal de ratén), mientras que la region
estructural y constante, en la medida en que esté presente, (o una porcién significativa o sustancial de la misma, es
decir, al menos aproximadamente un 90 %, 92 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 un 99 %) se codifican por la
informacién de la secuencia de acido nucleico que se produce en la region de inmunoglobulina de la linea germinal
humana (véase, por ejemplo, the International ImMunoGeneTics Database) o en las formas recombinada o mutada
de las mismas tanto si dichos anticuerpos se producen o no en una célula humana. Preferentemente, al menos dos,
tres, cuatro, cinco o seis CDR de un anticuerpo humanizado se optimizan a partir de las CDR de un anticuerpo
original no humano a partir del que se deriva el anticuerpo humanizado, para generar una propiedad deseada, por
ejemplo, especificidad, afinidad o neutralizacién mejoradas, lo que se puede identificar por un ensayo de cribado, por
ejemplo, un ensayo de ELISA. Preferentemente, una CDR optimizada en un anticuerpo de la invencién comprende al
menos una sustitucién aminoacidica cuando se compara con la presente en el anticuerpo original. Determinadas
sustituciones de aminoacidos en las CDR de los anticuerpos humanizados 88 y 89 de la invenciéon en comparacion
con las de los anticuerpos originales 788 y 789 (véanse los ejemplos 5 y 6 en el presente documento) disminuyen la
probabilidad de inestabilidad del anticuerpo (por ejemplo, retirada de residuos de Asn de CDR) o disminuyen la
probabilidad de inmunogenicidad del anticuerpo cuando se administra a un sujeto humano (por ejemplo, como se
predice por tecnologia IMMUN-OFILTER™).

Preferentemente, los anticuerpos humanizados contienen una secuencia minima derivada de un anticuerpo no
humano. Los anticuerpos humanizados pueden comprender residuos que no se encuentran ni en el anticuerpo
receptor ni en la CDR o secuencias estructurales importadas del anticuerpo original. Los anticuerpos humanizados
se pueden someter a mutagénesis in vitro usando procedimientos de uso rutinario en la técnica y, por tanto, las
secuencias de aminoacidos de regiones estructurales de las regiones HCVR y LCVR de los anticuerpos
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recombinantes humanizados son secuencias que, aunque se derivan de las relacionadas con las secuencias de
HCVR y LCVR de linea germinal humana, no pueden existir de forma natural dentro del repertorio de linea germinal
de anticuerpos humanos in vivo. Se contempla que dichas secuencias de aminoacidos de las regiones estructurales
HCVR y LCVR de los anticuerpos recombinantes humanizados son idénticas al menos en un 90 %, 92 %, 94 %,
95 %, 96 %, 98 % 0 mas preferentemente al menos en un 99 % o lo mas preferentemente en un 100 % a una
secuencia de linea germinal humana.

En modos de realizacion preferentes, un anticuerpo humanizado de la presente invencidon comprende secuencias
estructurales de cadena ligera de linea germinal humana (véase, por ejemplo, el documento PCT WO 2005/005604)
y secuencias estructurales de cadena pesada de linea germinal humana (véase, por ejemplo, el documento PCT
WO 2005/005604). Las regiones estructurales de cadena ligera humana preferentes son de un gen de cadena ligera
kappa humana seleccionado del grupo que consiste en: A11, A17, A18, A19, A20, A27, A30, L1, L11, L12, L2, L5,
L6, L8, 012, O2 y O8. Las regiones estructurales de cadena pesada humana preferentes son de una cadena pesada
humana seleccionada del grupo que consiste en: VH2-5, VH2-26, VH2-70, VH3-20, VH3-72, VH1-24, VH1-46, VH3-
9, VH3-66, VH3-74, VH4-31, VH1-18, VH1-69, VH3-7, VH3-11, VH3-15, VH3-21, VH3-23, VH3-30, VH3-48, VH4-39,
VH4-59, VH5-51 (véase, la publicacién internacional n.2 WO2006/046935).

Existen multiples procedimientos disponibles en la técnica para generar anticuerpos humanizados. Por ejemplo, se
pueden producir anticuerpos humanizados obteniendo secuencias de acidos nucleicos que codifican la HCVR y la
LCVR de un anticuerpo original (por ejemplo, un anticuerpo murino o anticuerpo preparado por un hibridoma) que se
une especificamente a la esclerostina, preferentemente esclerostina humana, identificando las CDR en dicha HCVR
y LCVR (no humana), e injertando dichas secuencias de &cidos nucleicos que codifican CDR sobre secuencias de
acidos nucleicos que codifican regiones estructurales humanas seleccionadas. Opcionalmente, una regién CDR se
puede optimizar mutagenizando aleatoriamente o en localizaciones particulares para sustituir uno o mas
aminoacidos en la CDR con un aminoéacido diferente antes de injertar la region CDR dentro de la region estructural.
De forma alternativa, una regién CDR se puede optimizar posteriormente a la inserciéon en la regién estructural
humana usando procedimientos disponibles para un experto en la técnica.

Después de que las secuencias que codifican CDR se injerten sobre las secuencias que codifican las regiones
estructurales humanas seleccionadas, las secuencias de ADN resultantes que codifican las secuencias ligera
variable y pesada variable humanizadas se expresan a continuacion para producir un anticuerpo humanizado que se
une a la esclerostina. La HCVR y LCVR humanizadas se pueden expresar como parte de una molécula completa de
anticuerpo anti-esclerostina, es decir, como una proteina de fusién con secuencias de dominio constante humano.
Sin embargo, las secuencias de HCVR y LCVR también se pueden expresar en ausencia de secuencias constantes
para producir un Fv anti-esclerostina humanizado.

Las referencias que describen ademas procedimientos que implican la humanizaciéon de un anticuerpo de ratén que
se puede usar incluyen, por ejemplo, Queen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:2869, 1991 y el procedimiento de
Winter y colaboradores [Jones et al.,, Nature, 321:522 (1986); Riechmann et al., Nature, 332:323-327 (1988);
Verhoeyen et al., Science, 239:1534 (1988)].

Usos de diagnéstico

Se puede usar un anticuerpo de la invencion para diagnosticar un trastorno o enfermedad asociado con la expresién
de la esclerostina humana. De modo similar, se puede usar el anticuerpo de la invencién en un ensayo para
monitorizar los niveles de esclerostina en un sujeto que esta siendo tratado para una afeccion asociada a
esclerostina. Dichas aplicaciones incluyen procedimientos que utilizan un anticuerpo de la invencién y una marca
para detectar esclerostina en una muestra biolégica, por ejemplo, en un fluido corporal humano o en una célula o
extracto de tejido (véase, por ejemplo, el ejemplo 1 en el presente documento). Se pueden usar los anticuerpos de la
invencion con o sin modificacion, y se pueden marcar por enlace covalente o no covalente de un resto detectable.

En la técnica se conocen una variedad de protocolos convencionales para medir los niveles de esclerostina en una
muestra bioldgica, incluidos, por ejemplo, ELISA, RIA, y FACS, y proporcionan una base para diagnosticar niveles
alterados o anormales de la expresién de esclerostina. Los niveles de esclerostina normales o estandar presentes en
una muestra se establecen usando cualquier técnica conocida, por ejemplo, combinando una muestra que
comprende un polipéptido de esclerostina con, por ejemplo, un anticuerpo de la invencién en condiciones adecuadas
para formar un complejo antigeno:anticuerpo. El anticuerpo esta marcado directa o indirectamente con una sustancia
detectable para facilitar la deteccién del anticuerpo unido o no unido. Las sustancias detectables adecuadas incluyen
varias enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes, materiales luminiscentes y materiales radioactivos. La
cantidad de un complejo formado estandar se cuantifica por diversos procedimientos, tales como, por ejemplo,
medios fotométricos. Las cantidades de polipéptido de esclerostina presente en muestras se comparan a
continuacion con los valores estandar.

Usos terapéuticos

La esclerostina funciona como un regulador negativo de formacién 6sea. (véase, por ejemplo, Cytokine & Growth
Factor Reviews, 16:319-327, 2005). En adultos, el ARNm de esclerostina se detecta principalmente en osteocitos
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aunque los solicitantes han descubierto menores concentraciones en el cartilago.

Se puede usar una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo monoclonal anti-esclerostina de la
invencion para incrementar al menos uno de masa 6sea, densidad mineral 6sea, contenido mineral éseo o
resistencia 6sea en hueso vertebral o no vertebral, o ambos, cuando se administra una cantidad eficaz a un sujeto
humano que lo necesita. Se puede usar una composiciéon farmacéutica que comprende un anticuerpo monoclonal
anti-esclerostina de la invencion para reducir la incidencia de fractura de hueso vertebral y/o no vertebral, cuando se
administra una cantidad eficaz a un sujeto humano que lo necesita. Reducir la incidencia de fractura incluye reducir
la probabilidad o incidencia real de fractura para un sujeto humano en comparaciéon con una poblaciéon control no
tratada.

Ademas, un anticuerpo de la invencion puede ser Util para el tratamiento de afecciones, enfermedades o trastornos
en los que la presencia de esclerostina provoca o contribuye a efectos patolégicos no deseados o una disminucién
de los niveles de esclerostina o de la bioactividad de esclerostina tiene un beneficio terapéutico en sujetos humanos.
Dichas afecciones, enfermedades o trastornos incluyen, pero no se limitan a, osteoporosis, osteopenia, artrosis,
dolor asociado con artrosis, enfermedad periodontal o mieloma mudltiple. Los sujetos pueden ser hombres o mujeres.
Preferentemente, un sujeto humano estd en riesgo de fractura de hueso vertebral y/o no vertebral, mas
preferentemente un sujeto humano esta en riesgo de, o padeciendo, osteoporosis. Preferentemente, el sujeto
humano es una mujer y mas preferentemente una mujer en riesgo de o que tiene osteoporosis post-menopausica.
Se contempla que el procedimiento de la invencién puede beneficiar a un sujeto en cualquier estadio de la
osteoporosis.

Adicionalmente, se contempla el uso de un anticuerpo de la invencién para su uso en la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento de al menos uno de los trastornos mencionados anteriormente.

Se pretende que los términos "tratamiento" y "tratar" se refieran a todos los procedimientos en los que puede haber
una ralentizacién, interrupcién, detencién, control o parada de la progresion de los trastornos descritos en el
presente documento, pero no indica necesariamente una eliminacion total de todos los sintomas del trastorno.
"Tratamiento”, como se usa en el presente documento, incluye la administracion de un compuesto de la presente
invencién para el tratamiento de una enfermedad o afeccidon en un mamifero, en particular en un ser humano, e
incluye: (a) inhibir la progresién adicional de la enfermedad, es decir, detener su desarrollo; y (b) aliviar la
enfermedad, es decir, provocar la regresion de la enfermedad o trastorno o aliviar los sintomas o complicaciones del
mismo. Se pueden ajustar los regimenes de dosificacion para proporcionar la respuesta deseada 6ptima (por
ejemplo, una respuesta terapéutica). Por ejemplo, se puede administrar un unico bolo, se pueden administrar varias
dosis divididas a lo largo del tiempo o se puede reducir o incrementar la dosis de forma proporcional segin se
indique por las exigencias de la situacién terapéutica.

Composicién farmacéutica

Se puede incorporar un anticuerpo de la invencién en una composicion farmacéutica adecuada para la
administracion a un sujeto humano. Se puede administrar un anticuerpo de la invencion a un sujeto humano solo o
en combinacién con un vehiculo y/o diluyente farmacéuticamente aceptable en dosis individuales o mdltiples. Dichas
composiciones farmacéuticas estan disefiadas para ser apropiadas para el modo de administracién seleccionado 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 pueden disefiar de acuerdo con técnicas convencionales
divulgadas, por ejemplo, en Remington, The Science and Practice of Pharmacy, 192 Edicién, Gennaro, Ed., Mack
Publishing Co., Easton, PA 1995 que proporciona un compendio de técnicas de formulacién como se conocen
generalmente por los médicos. Los vehiculos adecuados para las composiciones farmacéuticas incluyen cualquier
material que, cuando se combina con un anticuerpo monoclonal de la invencién, retiene la actividad de la molécula y
no es reactivo con el sistema inmunitario del sujeto.

Una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo monoclonal anti-esclerostina de la presente invencion
se puede administrar a un sujeto en riesgo de o que presenta patologias como se describen en el presente
documento, por ejemplo, osteoporosis, artrosis u otros trastornos degenerativos éseos, usando técnicas de
administracion estandar.

Una composicion farmacéutica de la invencién contiene preferentemente una "cantidad eficaz" de un anticuerpo de
la invencion. Una cantidad eficaz se refiere a una cantidad necesaria (a dosificaciones y durante periodos de tiempo
y para los medios de administracion) para lograr el resultado terapéutico deseado. Una cantidad eficaz del
anticuerpo puede variar de acuerdo con factores tales como el estado de la enfermedad, edad, sexo y peso del
individuo y la capacidad del anticuerpo o porciéon de anticuerpo para provocar una respuesta deseada en el
individuo. Una cantidad eficaz también es una en la que cualquier efecto téxico o perjudicial del anticuerpo, se
compensa con los efectos terapéuticamente beneficiosos.

Una cantidad eficaz es al menos la dosis minima, pero menos de una dosis téxica, de un agente activo que es
necesaria para impartir un beneficio terapéutico a un sujeto. Dicho de otra forma, una cantidad eficaz o cantidad
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terapéuticamente eficaz de un anticuerpo de la invencién es una cantidad que, en mamiferos, preferentemente seres
humanos, (i) incrementa al menos uno de masa 6sea, densidad mineral 6sea, contenido mineral 6seo o resistencia
0sea, o (ii) trata una afeccién, trastorno o enfermedad en el que la presencia de esclerostina provoca o contribuye a
un efecto patolégico no deseado, o (iii) produce una disminucion en los niveles de esclerostina o resultados de
bioactividad de esclerostina en un efecto terapéutico beneficioso en un mamifero, preferentemente un ser humano,
incluidos, pero no limitados a, osteoporosis, osteopenia, artrosis, artritis reumatoide, enfermedad periodontal o
mieloma mdltiple.

Como es bien conocido en la técnica médica, las dosificaciones para un sujeto cualquiera dependen de muchos
factores, incluidos la talla del paciente, el area de superficie corporal, la edad, el compuesto particular que se va a
administrar, el sexo, el tiempo y la via de administracion, la salud general y otros farmacos que se estén
administrando simultaneamente. La dosis puede variar ademas dependiendo del tipo y la gravedad de la
enfermedad. Una dosis tipica puede estar, por ejemplo, en el intervalo de 0,001 a 1000 ug; preferentemente de 1 a
100 ug; sin embargo, se prevén dosis por debajo o por encima de este intervalo ejemplar, en especial considerando
los factores mencionados anteriormente. Un régimen de dosificacion parenteral diario puede ser de
aproximadamente 0,1 pg/kg a aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal total, preferentemente de
aproximadamente 0,3 ug/kg a aproximadamente 10 mg/kg. El progreso se puede monitorizar por evaluacion
periddica, y la dosis ajustada en consecuencia.

Estas cantidades sugeridas de anticuerpo estan sometidas a un gran criterio terapéutico. El factor clave en la
seleccién de una dosis apropiada y su planificacion es el resultado obtenido. Los factores a considerar en este
contexto incluyen el trastorno particular que se esté tratando, la afeccién clinica del paciente individual, la causa del
trastorno, el sitio de administracion del anticuerpo, el tipo particular de anticuerpo, el procedimiento de
administracion, la planificacién de administracién y otros factores conocidos por los médicos.

La via de administracién de un anticuerpo de la presente invencion puede ser oral, parenteral, por inhalaciéon o
tépica. Preferentemente, los anticuerpos de la invenciéon se pueden incorporar 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. Se prefiere la administracion
parenteral por inyeccion intravenosa o intraperitoneal o subcutanea. La inyeccidén subcutédnea es la mas preferente.
Los vehiculos adecuados para dichas inyecciones son bien conocidos en la técnica.

Tipicamente, la composicion farmacéutica debe ser estéril y estable en condiciones de fabricacion y almacenamiento
en el envase proporcionado, incluyendo, por ejemplo, un vial sellado, jeringuilla u otro dispositivo de administracion,
por ejemplo, una pluma. Por lo tanto, las composiciones farmacéuticas se pueden filtrar de forma estéril después de
preparar la formulacion, o se pueden preparar de otro modo microbiolégicamente aceptable.

Los siguientes ejemplos se ofrecen sélo con propoésitos ilustrativos, y no estan destinados a limitar el alcance de la
presente invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1 Ensayo ELISA

Se usa este ensayo para detectar y cuantificar la esclerostina en muestras de suero humano hasta un limite de
deteccion inferior de 0,4 ng/ml. El anticuerpo 86 es el anticuerpo de captura, mientras que el anticuerpo 88 es el
anticuerpo de deteccién (véase la tabla 1 para las secuencias de anticuerpos).

Se recubren los pocillos internos de una placa de 96 pocillos con 100 pl de anticuerpo monoclonal anti-esclerostina
de longitud completa 86 a una concentracién de 0,5 pg/ml en carbonato de sodio 0,5 M a pH 9,6 ("tampdn de
recubrimiento"). Se sella la placa y se incuba durante la noche a 4 °C. A continuacion, se lava la placa tres veces con
TBST "tamp6n de lavado" (Tris-HCI 0,4 M, NaCl 3 M, Tween 20 al 0,1 %). A continuacion, se afiaden 200 ul de
tampon de bloqueo de caseina en PBS (Pierce, n.2 37528) por pocillo y se incuba la placa durante una hora a
temperatura ambiente. A continuacion, se lava la placa dos veces en tampdn de lavado para retirar la solucién de
bloqueo.

Para generar una curva estandar, se prepara esclerostina humana a una concentracion de 0,35 mg/ml en tampén de
blogueo de caseina y se diluye en serie dos veces (de 1,25 ng/ml a 0 ng/ml) en suero humano agrupado al 5 % en
tampdn de bloqueo de caseina en PBS. El suero humano se pasa por una columna de perlas magnéticas
recubiertas con anticuerpo monoclonal anti-esclerostina 86 para retirar cualquier esclerostina que pueda haber
quedado presente de forma end6gena en el suero .

Se anaden cien microlitros de muestras (suero al 5 % en tampén de bloqueo de caseina) o estandares a pocillos por
duplicado y a continuacién se incuba la placa a temperatura ambiente durante dos horas. A continuacion se lavan las
placas 5 veces con tampdn de lavado.

Se afiaden por pocillo cien microlitros de anticuerpo de deteccion (anticuerpo monoclonal anti-esclerostina de
longitud completa 88) que se ha biotinilado con el kit de biotina Pierce EZ link NHS-LC. Se incuba la placa a
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temperatura ambiente durante una hora y a continuacion se lava cuatro veces con tampén de lavado. Se diluye
estreptavidina-peroxidasa de rabano picante 1:2000 en tampén de bloqueo de caseina en PBS hasta una
concentracién final de 0,5 pyg/ml, a continuacién se afiaden 100 pl por pocillo, se incuba a temperatura ambiente
durante una hora y a continuacién se lava 7 veces con tampon de lavado. Se afiade sustrato OPD (Sigma P8806) a
100 pl/pocillo y se deja que continle la reaccion a temperatura ambiente durante 20 minutos. A continuacion se
termina la reaccién afnadiendo 100 pl/pocillo de HCI 1 N. Se lee la placa a DO 490 nm.

Ejemplo 2 Neutralizacion - ensayo de fosfatasa alcalina especifico de hueso

La fosfatasa alcalina especifica de hueso es un indicador bioquimico de la actividad de osteoblastos. El ensayo de
fosfatasa alcalina especifico de hueso descrito en el presente documento se basa en la capacidad de esclerostina
para disminuir los niveles de fosfatasa alcalina estimulada por BMP-4 y Wnt3a en la linea celular murina
multipotencial, C2C12, mientras que un anticuerpo que neutraliza la actividad de esclerostina daria como resultado
un incremento dependiente de la dosis de la actividad de fosfatasa alcalina en este ensayo. Wnt3a y BMP-4 son
factores de crecimiento osteogénicos.

Se plaquean células C2C12 (ATCC, CRL 1772) a 3000-5000 células por pocillo en una placa de cultivo de tejido de
96 pocillos en medio MEM complementado con suero fetal bovino al 5 %, a continuacién se incuba a 37 °C en CO;
al 5 % durante la noche. Se diluye el anticuerpo que se va a someter a prueba en medio condicionado con 0,5X
Wnt3a hasta varias concentraciones finales. A continuacion se retira el medio de las células en la placa de cultivo de
tejido y se anaden 150 pl por pocillos de una solucién premezclada de anticuerpo-BMP4-esclerostina (humano o
macaco de Java) en la que el anticuerpo esta a una concentracion final de 30 uyg/ml a 0,5 pg/ml, BMP-4 estd a una
concentracion final de 25 ng/ml y la proteina esclerostina estd a una concentracion final de 1,0 pg/ml y el medio
condicionado esta a una concentracion 0,5X. A continuacion se incuba la placa a 37 °C en CO: al 5 % durante 72
horas. Se retira el medio de las células en la placa de cultivo de tejido, se lavan las células una vez con PBS, a
continuacion la placa de células se congela y se descongela tres veces alternando entre -80 °C y 37 °C.

Se prepara el medio condicionado con Wnt3a haciendo crecer células L-Wnt-3A y células L de control (ATCC CRL-
2647 y CRL-2648, respectivamente) durante cuatro dias, de una distribucion 1:20 de células confluentes, en DMEM
con FBS al 10 % y L-glutamina 2 mM. Se filtra el medio recogido a través de membranas de nailon de 0,2 micrones y
se almacenan a largo plazo a -20 °C o a corto plazo a 4 °C.

Se mide la actividad de fosfatasa alcalina afiadiendo 150 pl por pocillo de sustrato de fosfatasa alcalina (1-etapa
PNPP, Pierce n.2 37621). A continuacion se incuba la placa de células durante 60 minutos a temperatura ambiente,
momento en el que se lee DO a 405 nm para determinar la actividad de fosfatasa alcalina. Los valores de
neutralizacion de anticuerpo Clsp informados en la tabla 2 a continuacién son promedios de 2 experimentos
separados. Los calculos de Clsp se realizan usando SigmaPlot Regression Wizard con una ecuacién de ajuste de 4
parametros sigmoideo.

Tabla 2
Anticuerpo [Clso (nM) Usando esclerostina humana Clso (nM) Usando esclerostina Cyno
89 25,1 34,4
88 20,2 23,7
86 25,5 31,6

Ejemplo 3 Unidn por afinidad

Se realizan estudios de union de equilibrio entre un anticuerpo anti-esclerostina y esclerostina humana, no macaco
de Java ("cyno") o bien de rata en un instrumento KinExA 3000 (Sapidyne Instruments Inc.) en condiciones
controladas para Kp. Con esta técnica, se mezcla una concentracion fijada de anticuerpo por debajo de su Kp con
varias concentraciones de proteina esclerostina y se deja que se llegue al equilibrio. La fracciéon de anticuerpo no
unido, libre, que permanece en solucién se sondea exponiendo brevemente esta mezcla equilibrada a perlas
recubiertas con esclerostina seguido de deteccién con un anticuerpo secundario marcado fluorescentemente.
Tipicamente, se mezclan 2 pM de un anticuerpo anti-esclerostina que se va a someter a prueba con concentraciones
variables de esclerostina humana, de cyno, o rata comenzando a 2-50 nM y realizando diluciones de tres veces en
serie en tampon de unién (solucién salina tamponada con fosfato 1X, pH 7,4, azida de sodio al 0,02 % y 1 mg/ml de
seroalbumina bovina) que contiene 2 pM del anticuerpo que se va a someter a prueba. Se deja que estas soluciones
lleguen al equilibrio durante dos dias a 25°C. La cantidad de anticuerpo unido se sondea usando perlas de
azlactona recubiertas con esclerostina humana (Sapidyne Instruments Inc.). Estas perlas se preparan haciendo
reaccionar 50 mg de perlas de azlactona secas con 50 mcg/ml de esclerostina humana en un tampén de carbonato
de sodio 50 mM a pH 9,0-9,6 con rotacion durante la noche. A continuacién se deja que las perlas sedimenten y se
reemplaza el sobrenadante con soluciéon de bloqueo (Tris 1 M, pH 8,0, mas 10 mg/ml de seroalbumina bovina) y se
rotan durante una hora. Se diluye esta reserva de perlas 20 veces en tampon de union y se usa en el plazo de tres
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dias. Se usa un instrumento KinExA 3000 equilibrado a temperatura ambiente (ca 25 °C) para los estudios de union.
Tipicamente, se pasan 6,25 ml de la solucién equilibrada de anticuerpo/esclerostina sobre una columna de relleno
de perlas de azlactona con esclerostina humana a un caudal de 0,25 ml/minuto, a continuacion se aclara con tampoén
de desplazamiento (solucion salina tamponada con fosfato 1X, pH 7,4 con azida de sodio al 0,02 %). Se cuantifica la
fraccion de anticuerpo anti-esclerostina libre unido a estas perlas midiendo la fluorescencia que resulta de un
anticuerpo secundario marcado inyectado (anticuerpo Fab’2 anti-humano de cabra marcado con Cy5). Se analizan
dos muestras duplicadas para cada condicion y se determina Kp ajustando los datos a un modelo de uniéon 1:1
usando el programa informatico KinExA Pro. Se informa del promedio de los valores de Kp a 25 °C en la tabla 3 a
continuacion.

Tabla 3 - Afinidad

Anticuerpo [Kp (pM) esclerostina humana |Kp (pM) esclerostina de rata |Kp (pM) esclerostina Cyno

89 0,3 0,4 1,4
88 2,2 2,2 75
86 0,6 0,1 1,0

Ejemplo 4 Ensayo de calceina in vivo:

El ensayo de calceina en ratas permite la evaluacion directa de la formacién ésea durante un periodo de tiempo
corto (10 dias) y el efecto de un anticuerpo de la invencién sobre la formaciéon ésea. La calceina es una marca de
fluorocromo que se incorpora en la matriz 6sea durante la formaciéon de hueso nuevo. La medida cuantitativa de
calceina refleja el grado de formacién 6sea inducido por agentes farmacolégicos. Se usan ratas Sprague-Dawley
hembra de seis meses de esas (n=6/grupo de dosis). Se dosifican las ratas cada 3 dias por inyeccién subcutanea
(dias 0, 3 y 6) con 1 mg/kg o 6 mg/kg de anticuerpo en vehiculo PBS, o con 10 pg/kg de PTH diariamente o con 6
mg/kg de IgG humana como control negativo. La calceina se inyecta por via subcutanea el dia 7 y las ratas se
sacrifican el dia 10. Se recogen las tibias y se cortan para evaluar la formaciéon ésea trabecular (metafisis distal) o
formacion ésea cortical (diafisis tibial) y se someten a desmineralizaciéon y cuantificacion de fluorocromos de la
calceina total. Los valores mostrados en la tabla 4 a continuacién son promedios con el control de IgG humana fijado
en 1,0. Los datos demuestran que la administracion de anticuerpos de la invencién da lugar a la formacion ésea
tanto trabecular como cortical.

Tabla 4
Anticuerpo |Dosis mg/kg |Calceina trabecular relativa Calceina cortical relativa
Hu IgG 6 1,00 1,00
PTH 0,01 1,45 1,89
89 6 1,97 1,88
88 6 1,90 2,18
86 6 1,77 2,78

Ejemplo 5 Artrosis

La expresion de SOST se limita principalmente al tejido 6seo. Sin embargo, los solicitantes determinan en el
presente documento que otro tejido con expresion de SOST significativa es el cartilago medido por PCR en tiempo
real. La expresién en cartilago de SOST también se observa usando una matriz de ARN aislada del cartilago de
pacientes normales o con artrosis. Ademas, en la matriz, la expresion de SOST se incrementa con relacion a la
gravedad de la artrosis de modo que la expresién en el cartilago de artrosis leve es mayor que el control, grave es
mayor que leve, y quirlrgica grave (retirado de cirugia de artroplastia de rodilla) es mayor que todos los demas lo
que demuestra una correlacion de artrosis y expresion de SOST. Se puede usar un anticuerpo especifico para
esclerostina para tratar la artrosis.

Se somete a un anticuerpo quimérico anti-esclerostina con una regién variable murina en una regién Fc de rata,
anticuerpo 789 con SEQ ID NO:42 para cadena pesada y SEQ ID NO:43 para cadena ligera, para determinar la
capacidad de bloquear el dolor en las articulaciones en el modelo MIA de artrosis. La region variable de este
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anticuerpo era la secuencia original para la generacién del anticuerpo humanizado 89 (HCVR con SEQ ID NO: 16 y
LCVR con SEQ ID NO: 19). Ambos, el anticuerpo humanizado 89 y el anticuerpo quimérico 789 se unen al mismo
epitopo. El modelo de artrosis utiliza inyecciones de monoyodoacetato (MIA) directamente en la articulacion de la
rodilla para inducir un proceso similar a la OA que implica un dolor mediado por citocinas e inflamatorio y un proceso
de destruccion del cartilago. Se inyecta la rodilla contralateral de una rata sélo con solucién salina, y se mide el dolor
como la diferencia en el soporte de peso de las 2 patas traseras.

El experimento MIA n.2 1 utiliza ratas Lewis macho jovenes (7-8 semanas de edad) en el "modo de prevencién” en el
que se administra el anticuerpo anti-esclerostina antes de las inyecciones MIA. El dia antes de las inyecciones MIA,
se inyectan las ratas con 10 mg/kg de anticuerpo anti-esclerostina i.p. o bien 10 mg/kg de IgG de control, o bien PBS
(n = 6 por grupo). Al dia siguiente, se anestesian las ratas y se inyectan las rodillas derechas con 0,3 mg de
yodoacetato de monosodio disuelto en 50 ul de solucion salina estéril al 0,9 %. Se inyectan las rodillas izquierdas
s6lo con solucién salina. Las inyecciones son a través del ligamento rotuliano usando una jeringuilla de insulina con
una aguja 28G cubierta con una envoltura de tubo de plastico para permitir una penetracion de sélo 5 mm en la
articulacion de la rodilla.

Se toman medidas del dolor 2 y 7 dias después de la inyeccién de MIA (3 y 8 dias después de la inyeccion de
anticuerpo). Después de la medida del dolor el dia 7, se administra una segunda dosis de inyeccidon del anticuerpo o
del control. A continuacién se toman medidas del dolor adicionales 10 y 14 dias después de MIA (3 y 7 dias después
de la segunda inyeccion del anticuerpo).

Se mide el dolor por la diferencia en el soporte de peso de las patas inyectadas con el uso de un comprobador de
incapacitancia. Se colocan las ratas en una caja Perspex con sus patas traseras sobre sensores de presion. Cuando
las ratas estan quietas de forma fiable, se toma una lectura de 1 segundo, seguido de 2 lecturas adicionales y se
calcula el promedio. Se resta el peso colocado sobre la pata inyectada con MIA del de la pata inyectada con solucién
salina para dar la diferencia en soporte de peso.

Se observa una disminucién estadisticamente significativa en el dolor con el anticuerpo anti-esclerostina en
comparacién con control de IgG (y PBS) los dias 7, 10 y 14 después de la administracion de MIA (tabla 5 a
continuacion). Los valores son diferencias de soporte de peso entre la pata inyectada con MIA y la pata inyectada
con solucién salina en gramos (error estandar de la media).

Se lleva a cabo un segundo experimento con MIA con ratas mas mayores (27 semanas de edad) y en el "modo de
tratamiento” en el que se administra el anticuerpo después de que se inyecte MIA. Las ratas reciben inyecciones de
MIA o de solucién salina de control como antes y después, 6 dias después se inyectan i.p. 10 mg/kg de anticuerpo
anti-esclerostina, IgG de control, o PBS (n = 6 por grupo). Los dias 8 y 15 después de MIA (2 y 9 dias después del
anticuerpo) se toman medidas del dolor como antes. El dia 16 después de MIA, se administra una segunda dosis del
anticuerpo anti-esclerostina y de los controles, y el dia 21 (5 dias después de la segunda dosis de anticuerpo) se
recogen de nuevo medidas del dolor.

En el primer punto temporal después de la administracion del anticuerpo anti-esclerostina (dia 8 post-MIA) no se
produce efecto del anticuerpo sobre el dolor, pero 7 dias después, se produce una tendencia hacia una disminucién
en el dolor medido por diferencias de soporte de peso entre la pata inyectada con MIA y la pata inyectada con
solucién salina en gramos. También se observa la tendencia hacia una reduccion en el dolor con anticuerpo anti-
esclerostina 5 dias después de la segunda dosificaciéon de anticuerpo. El anticuerpo quimérico 789 difirié del control
de IgG con un valor p de 0,06 y 0,08 los dias 15 y 21, respectivamente. Juntos, estos resultados demuestran que el
dolor en las articulaciones que resulta del proceso de enfermedad por MIA establecido se interrumpe administrando
anticuerpo anti-esclerostina neutralizante.

Ejemplo 6 Estudios en ratas OVX

La rata ovariectomizada (OVX) es un modelo bien reconocido para la osteoporosis postmenopausica. En este
estudio, se examinan los efectos de anticuerpos anti-esclerostina de la invencién que comprenden una region
variable murina y una Fc de rata en la rata OVX.

Se ovariectomizan ratas Sprague-Dawley hembra de seis meses de edad y se deja que pierdan hueso durante 1
mes antes de la dosificacién. No se ovariectomiza un grupo de ratas (n=8) pero se operan de forma simulada para
su comparacion con las ratas ovariectomizadas. Se aleatorizan todas las ratas OVX en grupos de tratamiento (n=7
cada uno) y se tratan con PTH (1-38), control de IgG (10 mg/kg) o bien 10 mg/kg de anticuerpo anti-esclerostina
quimérico (anticuerpo 788 con cadena pesada de SEQ ID NO: 40 y cadena ligera de SEQ ID NO:41 [la region
variable de este anticuerpo fue la secuencia original para la generacién del anticuerpo humanizado 88]; anticuerpo
789 con cadena pesada de SEQ ID NO: 42 y cadena ligera de SEQ ID NO: 43) durante un total de 58 dias. Se
dosifican todos los anticuerpos por via subcutanea una vez cada 3 dias, mientras que se dosifica PTH (1-38)
diariamente por via subcutanea a 10 mg/kg. Tras sacrificarlas, se retiran los fémures y las vértebras para el andlisis
de tomografia axial computarizada cuantitativa (TAC) usando un escaner TAC para medir el fémur distal (hueso
trabecular) y la diafisis media (hueso cortical) asi como la 5% vértebra lumbar. Se colocan los huesos en arcilla de
moldeo para medidas reproducibles y se toman barridos de los fémures a 2 mm desde el extremo de la epifisis
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(fémur distal) 0 10 mm de la epifisis (diafisis femoral).

Se realizan medidas vertebrales con L-5 escaneada a partir de una estructura "V" marcada en la vértebra. Se
calculan los datos por el programa informatico de fabricacion SYS-C320-V 1,5. Se miden las propiedades
biomecanicas de la diafisis femoral, la vértebra L-5 y el cuello femoral postnecropsia de acuerdo con: Turner CH,
Burr DB, Basic biomechanical measurements of bone: a tutorial. Bone 14(4):595-608, 1993. Se miden las
propiedades mecanicas de la diafisis para fémures izquierdos intactos usando una flexién en 3 puntos con carga
aplicada en el punto intermedio entre dos soportes separados 15 mm. Se colocan los fémures de forma que el punto
de carga esté aproximadamente 7,5 mm proximal desde el espacio popliteo distal y la flexiéon se produce sobre el eje
medial-lateral. Se someten a prueba los especimenes en un bafio de solucién salina a 37 °C. Se registran las curvas
de desplazamiento de carga a una velocidad de cruce de 10 mm/min usando una maquina de prueba de materiales
(modelo: 1/S, MTS Corp, Minneapolis, MN) y se analizan usando el programa informatico TestWorks 4 (MTS Corp.)
para calcular la carga maxima. Se analizaron las propiedades mecanicas de la vértebra L-5 después de retirar los
procesos posteriores y se pusieron en paralelo los extremos del centro usando una sierra de diamante de fabricacién
de obleas (Buehler Isomet, Evanston, IL). Se cargan los especimenes vertebrales en compresion, usando el
dispositivo de prueba de materiales y se analizan usando el programa informatico TestWorks 4 (MTS Corp.). Para
las medidas de cuello femoral, se coloca el fémur verticalmente en un soporte de montaje con el proximal hacia
arriba y se aplicé carga hacia abajo en el punto medio de la cabeza femoral. Se realiz6 el analisis con el programa
informatico TestWorks 4 (MTS Corp.). El promedio de los valores y el error estandar de los valores medios estan en
las tablas 5 y 6 a continuaciéon. Los datos demuestran que los anticuerpos quiméricos 788 y 789 incrementan la
densidad mineral 6sea ("DMQ"), el contenido mineral 6seo ("CMQO") y la resistencia 6sea (carga maxima) en ratas
OVX.

Tabla 5
T . DMO fémur CMO fémur DMO fémur CMO fémur DMO vértebra | [CMO vértebra |
ratamiento di 3 ; 3 3
ist. (mg/cm~) |dist(mg) med. (mg/cm”) |[(mg) (mg/cm~) (mg)
Simulado  |*602 741 898 61,2 *587 165
IgG 528 68,6 852 60,5 526 149
PTH *744 *95,3 *925 63,2 *642 *180
788 *675 *91,4 *946 *68,6 *703 *209
789 *710 *94,9 *951 *68,4 *721 *209

* Incremento estadisticamente significativo del control de IgG, p<0,05, procedimiento Dunnett.

Tabla 6

Tratamiento

Carga maxima del cuello femoral

Carga maxima del fémur medio

Carga maxima vertebral

(Newtons) (Newtons) (Newtons)
Simulado  [96,5 134 236
IgG 100,4 126 188
PTH 117,6 128 *328
2492788 *131,6 *147 *431
2492789 *147.,5 *153 *432

* Incremento estadisticamente significativo del control de IgG, p<0,05, procedimiento Dunnett.
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Leu Leu I8
45

Ala Pro Arg

Pro Ala ng Phe Ser Ay

lle Ser Ser Leu Gu Pro
75

Leu Ser Hs

Leu Pro Leu
90 95

Ala Ala
110

Lys Arg Thr Val

Gu dn Leu
125

Phe Tyr Pro
140

Arg

An Ser Gy Asn

Ser An
155 :

Ser Thr Tyr Ser

170 175

Val

Gu Lys Hs
190

Lys

Thr
205

Ser Pro Val

26

Ay

Gu
80

Thr

Pro

Lys Ser Gy Thr

Au Ala Lys

Au

160

Leu Jer Ser

Tyr Ala

Lys Ser FPhe



caggt gcage
tcct gcaagyg
cct ggacaag
t ct cagaagt
at ggaget ga
gaggat ggt c
accaagggecc
gcecgecet gg
t caggecgecce
tactcccetea
t gcaacgt ag
qgt cccecat
ttcceceeccaa
ot ggt ggacg
gaggigcata
gt cagegt ce

gtctccaaca
ccccgagage
gt cagect ga
agcaat ggge
tccttettee
ttctceatget
ctogtetetgg

tggtgecagtc
catctggat a
ggettgagtyg
1 caagggcag
gcagect gag
agttcgacta
cat cggt ctt
gct gect got
t gaccagcegg
gcagegt ggt
at cacaagcc
gececacectg
aacccaagga
t gagccagga
atgccaagac

tcaccgt cet

aaggcet cce
cacaggtota
cct geot ggt
agccggagaa
t ¢t acagcag
ccgtgat gea
gt

<210>9

<211> 1332

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Construccién miscelanea

<400>9

ES 2446 293 T3

t1gggget gag
cacalt cact
gat gggaact
agl caccatt
al ct gaggac
ct ggggccaa
ccegel ageg
caaggact ac
cgl gcacacce
gaccgl gcec
cagcaacace
ccecageacet
caciclcalyg
agaccccgag
aaagccgegg

gcaccaggac

gtecetccale
caccctgecc
caaaggcttc
caact acaag
gct aaccgt g

tgaggctetg

gt gaagaagce
gactacittc
atttatcctt
accgeggaca
acggcogt gi
ggaaccacgg
ccctgel cea
ticcecgaac
ticceggetg
1 ccageagcet
aaggt ggaca
gagticeligg
at ct ccecgga
gtcecagttca
gaggagcagt
t ggct gaacg

gagaaaacca
ccat cccagg
t accccageg
accacgcectc
gacaagagca

cacaaccact

27

ctgggtcctce
t gaact gggt
accat gat gg
aat ccacgag
attactgtge
tcaccgictce
ggagcacct ¢
cggt gacggt
tcctacagtic
1gggcacgaa
agagagt t ga
ggggaccat ¢
ccect gaggt
aci ggt acgt
t caacagcac

gcaaggagt a

tctccaaage
aggagatl gac
acat cgcegt
ccgtgetgga
ggt ggcagga

acacacagaa

agt gaaggt t
gcgacaggcee
tactacctac
cacagcctac
gagagaggaa
ct cagcctce
cgagagcaca
gt cgt ggaac
ct caggact ¢
gacct acacc
gl ccaaat at
agtcttectg
cacglgcgt g
ggatggcotg
glaccgigtg
caagt gcaag

caaagggcag
caagaaccag
ggagt gggaa
ct ccgacgge

ggggaai gt ¢

gagcctictce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1332



caggttcage
t cctgecaagg
cct ggaaaag
gcct cgaagt
at ggagct ga
accacat aca
accaagggcc
gcegecect gg
1caggcgcbc
tactccctea
t gcaacgt ag
ggt ccoccat
ttccececaa
gt ggt ggacg
gaggtgcata
gt cagegt ce
gt ¢t ccaaca
ceecgagage
gt cagectga
agcaat ggge
tectictice

ttet cat got

ctgtetetgg

tggt gcagt ¢
tttceggett
ggcttgagtg
t ccagggeag
gcagcct gag
agtttgactt
caicggtcett
gct geet got
1 gaccagecgg
gcagcegt ggt
at cacaagcc
gcccaccet g
aacccaagga
t gagccagga
at gccaagac
tcacegl cct
aaggcel cce
cacaggi gt a
cct geet got
ageecggagaa
tctacageag

ccgtgat gca

gt

<210> 10

<211> 1350

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Construccion miscelanea

<400> 10

ES 2446 293 T3

t gggoct gag
cceccatt aag
gat gggat gg
agtcaccalg
at ct gaggac
¢t gggggcaa
cceget ageg
caaggact ac
cgt gcacacc
gaccgtgcce
cagcaacacc
cccagcacct
cactctcatg
agaccecgag
aaagcegeag
gcaccaggac
gt ccteeate
caccetgece
caaaggette
caact acaag
gctaacegt g
tgaggetctg

gt gaagaagc
gacacctttc
agcgat cctg
accgaggaca
acggccgt gt
gggaccacgg
ccct getcca
ttcceccgaac
ttceccggetg
t ccagcagcet
aaggt ggaca
gagttcctgg
at ct cccgga
gtccagttea
gaggagcagt
t ggct gaacg
gagaaaacca
ccat cceagg
taccceageg
accacgeel ¢
gacaagagca

cacaaccact

28

ct ggggectce
agcact gggt
agat cggt ga
catctacaga
attactgtge
tcacecgtctc
ggagcaccic
cggt gacggt
tcctacagtic
t gggcacgaa
agagagttga
ggggaccat ¢
cccct gaggl
act ggt acgt
t caacagecac
gcaaggagt a
t ct ccaaage
aggagat gac
acat cgecegt
ccgt get gga
got gacagga
acacacagaa

agt gaaggt ¢
gcgacaggcet
tact gaat at
cacagcctac
aacaggcgac
ctcagcctce
cgagagcaca
gt cgl ggaac
ctcaggactic
gaccl acace
gt ccaaat at
agtcitcctg
cacgt gegt g
ggatggegt g
gtaccgtgtg
caagt gcaag
caaagggeag
caagaaccag
ggagt gggaa
ct ccgacgge
ggggaatgtc
gagect et ee

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320

1332



gaggt gcagce
tcctgtaagg
cccgggaaag
gceecgaggt
ct gcagt gga
tattactacg
accgt ct cct
agcacctccg
gt gacggt gl
ct acagt cct
ggcacgaaga
agagt t gagt
ggaccat cag
cct gaggt ca
1ggt acgt gg
aacagcacgt
aaggagt aca
t ccaaagcca
gagat gacca
atl cgoegt gg
gl gct ggact
t ggcaggagg
acacagaaga

<210> 11
<211> 642
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

tggt gcagtc
gtictgactt
gcetggagtyg
t ccagggeea
gcagcet gaa
at gggcgega
cagcct ccac
agagcacagc
cgtggaacic
caggactcta
cctacacctg
ccaaat at gg
teticetgtt
cgt gegt ggt
atggcgt gga
acegt gt ggt
agt gcaaggt
aagggeagec
agaaccaggt
agt gggaaag
ccgacggelc
ggaat gt et t

gecctctceet

t ggagcagag
cgagatt aaa
gat ggggcag
ggt caccatc
ggccel cggac
ctaciggtac
caagggceca
cgeeet goge
aggegececetg
ct cect cage
caacgi agat
tceeccatge
ccegecaaaa
gatagacgi g
ggt gcat aat
cagegl ccte
ct ccaacaaa
ccgagageca
cagccl gacc
caat gggcag
cttcttcete

ct cat gl e

gt ct ¢t gggt

<223> Construccién miscelanea

<400> 11

gacatccaga tgacccagtc tccatcetct

g1 gaaaaagc
gactactata
attgatgctg
t cagccgaca
accgecat gl
tt cgat gt ct
teggtettce
tgecct ggt ca
accageggeg
agegt ggt ga
cacaagccea
ccacectgee
cccaaggaca
agccaggaag
gccaagacaa
acegt cctge
ggcet ceegt
caggt gt aca
tgeciggtca
ccggagaaca
t acagcaggc

gt gat gcat g

ctgtctgeal ctgtaggaga cagagtcacce

29

ES 2446 293 T3

ccggggagt ¢
tacat t ggot
aggat ggt ga
agt ccat cag
altactgtge
ggggccaagg
cgct agegece
aggact act t
tgeacacctt

cecgt geecte

gcaacaccaa

cagcacctga
cict cat gat
acceccgaggt
agccgeggga
accaggactg
cctccatcga
cect geceece
aaggcticta
act acaagac
taaccgt gga
aggct ct geca

tctgaagatc
gcgccagat g
aact gaat at
cacecgect ac
gagagagggt
gaccacggt c
ctgeiccagg
cccegaacey
cccggotgle
cagcagettg
ggt ggacaag
oitcctgagg
clcceggace
ccagtt caac
ggagcagttc
gct gaacgge
gaaaaccat ¢
at cccaggag
cceceagegac
cacgcct coo
caagagcagg

caaccactac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1350

60



10

15

atcactlgca
gggaaagccce
aggttcaglg
gaagatttig
gggaccaagg
t ¢t gat gage
cccagagagg
gagagi gt ca
¢t gagcaaag

cigaget ¢ge

<210> 12
<211> 642
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

gtgcaagt ca
ctaagcet cct
gcagt ggatc
caacitacta
1 ggagat caa
agttgaaatc
ccaaagt aca
cagagcagga
cagact acga

ccgt cacaaa

gggcat t cag
gatctattac
t gggacagat
ct gt cageag
acggact gt g
t ggaact gce
gt ggaaggt g
cagcaaggac
gaaacacaaa

gaget t caac

ES 2446 293 T3

tggtatttaa
acat caagtt
ttcactctca
cat agt aaac
gctgeaccat
tetgtigtgt
gat aacgece
agcacct aca
gt ct acgect

aggggagagt

actggl atca
t acact cagg
ccat cagcag
ttcet cggac
ctgtettcat
geetgot gaa
t ccaal cggg
gect cageag
gcgaagt cac

gc

gcagaaacca
ggtcccatca
t ct gcaacct
gttegacgga
citecegeca
taacttctat
taaci cccag
caccct gacg

ccat caggge

<223> Construccién miscelanea

<400> 12

gacat ccaga
atcacttgea
gggaaagccee
aggticagtg
gaagattitg
gggaccaagg
tctgatgage
¢ccagagagg
gagagt gl ca
ct gagcaaag
ctgaget cge

<210> 13
<211> 642
<212> ADN

<213> Attificial

<220>

tgacccagtc
aggceagt ca
¢t aaget cct
gcagt ggatc
caacttacta
t ggagat caa
agttgaaatc
ccaaagt aca
cagagcagga
cagact acga

ccgt cacaaa

tccatectee
ggat gt geac
gatctattgg
t gggacagat
ct gt cagcaa
acggactgt g
t ggaact gce
glggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagct t caac

<223> Construccién miscelanea

<400> 13

ct gt ct geat
actgetgtag
gcat ccacce
ticactctca
tat agcgati
gct geaceal
tctottatol
gat aacgecee
ageaccet aca
gt ct acgeet

aggygagagt

¢t gt aggaga
cctggtatca
ggt ggact gg
ccat cagcag
at ccgt ggac
ctgtcttcat
gcet get gaa
t ccaat cggg
gect cageag
gegaagt cac

gc

30

cagagt cacc
gcagaaacca
agt cccat ca
t ct gcaacct
gt t cggegga
cticcegeca
faacttctat
t aact cecag
caccct gacg

ccat caggge

120
180
240
300
360
420
480
540
600
642

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
642



10

gaaatt gt gt
ctetectgea

caggcet cecca

ttcagl ggca
gatttigcag
accaaggt gg
gat gageagt
agagaggcca
agt gt cacag
agcaaagceag

agctcgeecg
<210> 14
<211>118
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

t gacacagtc
gt gccagetc
ggct cct cat

gt gogt cigg
tttattactg

agat caaacg
t gaaal clgg
aagl acagtg
agcaggacag
act acgagaa

t cacaaagag

t ccagecace
aagt gt aagt

ct at agcaca

gacagactte
tcagcagett
aact gt ggct
aact gcct ci
gaaggt ggat
caaggacage
acacaaagt ¢

cttcaacagg

<223> Construccién miscelanea

<400> 14

? n Val dn Leu

Ser Val

Leu

Lys

Asn

Val
5

val
20

Trp Val

35

Thr
50

QAy.

Arg

Thr Val

Ile

Arg

Leu

Tyr

Val

85

Val

Ser

Pro Tyr

Thr

Ser Leu

du Asp

dn Ser

Cys Lys
Arg Gn

H s
55

Ile Thr
70

Arg

Ay

Ser Ser

ES 2446 293 T3

ctgtetttgt

tacat ccact

tccgaget gg

act ¢t cacca
agtcatetce
gcaccatctg
gttgtgtgece
aacgeect ¢
acectacagec
tacgecet geg
ggagagt gc

Ay

Ala Ser

25

Ala
40

Pro
Asp dy
Ala Asp
Ser

An Phe

105

31

Ay

Ay

Thr

Lys

Asp

90

Asp

ct ceagogoa
ggt accaaca

ot t ¢t ggeat

tcagcagecot
cgctecacgtt
tcttcatctt
tgct gaat aa
aat cgggt aa
1 cagcagcac

aagt caccea

Val Lys

Tyr Thr

Ay

Thr Tyr

60

Ser
75

Thr

Thr

Tyr Trp

aagagccace
gaaacct gge

cccagecagg

agagcct gaa
€ggcggagyg
cccocgecat ¢t
cttctatcce
ct cccaggag
cclgacgetg
t cagggeetl g

Lys Pro

Thr
30

Phe Asp

teu Qu

45

Trp

Ser dn Lys

Ser Thr Al a

Val Tyr Tyr

95

Ay Gy

60
120
180

240
300
380
420
480
540
600
639

Tys

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr



10

15

<210> 15
<211> 118
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Construccién miscelanea

<400> 15
dn Val An
]
Ber Val Lys
Phe Gn Hs
35
Ay Trp Ser
50
Gn dy Arg
65
Met Gu Leu
Ala Thr Gy
Thr val Thr
118
<210> 16
<211> 124
<212> PRT
<213> Attificial
<220>

<223> Construccién miscelanea

<400> 16

Leu

Val
20

Val
5

Ser

Trp Val

Asp Pro

Val

Ser

Thr

Ser
85

Asp Thr

100

Val

Ser

dn Ser
Cys Lys
Arg An
du lie
55
Mot Thr
70
Leu Arg

Thr Tyr

Ser

ES 2446 293 T3

Qy

Val

Al a

40

Ay

Au

Ser

Lys

Al a

Ser

25

Asp

Asp

Phe
105

du Val
10

Gy Phe

Gy Lys

Thr Qu

Thr Ser

75

Asp Thr
90

Asp Phe

32

Lys Lys

Pro lle

Ay Leu

45

Tyr Al a
60
Thr Asp

Al a Val

Trp Ay

Ser

Thr

—_
o0
oD

Trp

Lys

Tyr
95

Ay

Al a

Thr

Met

Tyr
80

Cys

Thr



du val

Gn Leu gal dn

Ser Leu Lys |le Ser Cys
20

Tyr tle His Trp Val Arg

35

Ay Gn l1le Asp Ala du

65

dn Ay dn Val Thr lle
70

Leu G n Trp Ser Ser Leu

Ala Arg Qu Q&

<210> 17
<211>107

<212> PRT

85

y Tyr Tyr
0

Val Trp Glgé Gn

5 <213> Artificial

<220>

<223> Construccién miscelanea

<400> 17
Asp 1l e
1
Asp Arg
Leu Asn
Tyr Tyr

50

Ser Qy
65

G u Asp

Thr Phe

10 <210> 18
<211>107

A n Mt

Val Thr
20

Trp Tyr

35

Thr Ser

Ser Gy

Phe Al a

Ay Gy
100

Thr An
5
Ile Thr
dn dn
Ser Leu
Thr Asp
70
Thr Tyr
85

Gy Thr

Ser

Lys

Hi s

55

Phe

Tyr

Lys

ES 2446 293 T3

Ser Gy

Lys Ay

G n Met
40

Asp Gy
55

Ser Ala

Lys Ala

Tyr Asp

Gy Thr

Pro Ser

Ser Ala
25

PFro Ay
40
Ser Ay

Thr Leu

Cys Gn

Val Qu
105

Al a

Ser

25

Pro

Gu

Asp

Ser

Thr

Ser

Lys

Val

Thr

An

90

ile

Ay
Thr
Lys

Asp
90

Val
120

Leu

Al a
Pro
Ile
75
Hi s

Lys

Val

Ser
75

Thr

Asp

Thr

Ser

Ay

Pro

Ser

60

Sar

Ser

33

Lys Lys Pro Gy

Au lle Lys Asp

30

Ay Leu Gu Trp

45

Tyr Ala Pro Arg

60

lie Ser Thr Ala

Ala Met Tyr Tyr

95

10

Val Ser Ser

Al a Ser

Ile dn

30

Lys Leu

Arg Phe

Ser Lau

Lys Lsu

Val Qy
15

Trp Tyr
Leuv lle
Ser Ay
Gn Pro

80

Pro Arg
95

Gu

Tyr

it

Fhe

Tyr

80

Asp



10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Construccién miscelanea

<400> 18

f\sp Ile Gn Mt

Asp Arg
Val Ala
Tyr Trp
50
Ser Ay
85
Gu Asp
Thr Phe
<210> 19

<211> 106
<212> PRT

Val

Trp
35

Ay

<213> Artificial

<220>

Thr

20

Tyr

Ser

Ay

Ala

Thr

Ile

Thr

Thr

Thr
85

Gy

dn

Thr

dn

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

<223> Construccién miscelanea

<400> 19

Ser

Lys
Trp
55

Phe

Tyr

Lys

ES 2446 293 T3

Pro Ser

Lys Al a
25

Pro Ay
40

Thr Gy

Thr Leu

Ser Leu

10

Lys Al a

Val Pro

Thr Ile
75

QAn Tyr

90

e Lys

34

Ser

Asp

Pro

Ser
60

Ser

Ser

Val
Lys

45

Arg

Asp

Ser

Hs

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Val

15

Thr

Leu

Ser

Pro
95

dy

e

Ay

Pro
80



ES 2446 293 T3

AQu lle Val Leu ’ghr @n Ser Pro Ala Tlo'ur Leu Ser Leu Ser Pgo Ay
1 1 1

Gu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr lle
20 25 30

Hs Trp Tyr Gn dn Lys Pro Gy dn Ala Pro Arg Leu Leu lle Tyr
35 40 45

Ser Thr Ser Gu Leu Ala Ser Ay Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gy Ser
50 55 60

Ay Ser Ay Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser Leu @u Pro Gu
65 70 75 80

Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gn Gn Leu Ser His teu Pro Leu Thr
88 90 95

Phe Gy Gy Ay Thr Lys Val GQu Lys

<210> 20

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Construccién miscelanea

<400> 20

Ay Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr Phe Leu Asn
1 5 10

<210> 21

<211>17

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> Construccién miscelanea

<400> 21

Thr Ile Tyr Pro Tyr Hs Asp Gy Thr Thr Tyr Ser A n Lys Pge Lys
1 5 10 1

Ay

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

35



10

15

20

25

30

ES 2446 293 T3

<213> Artificial
<220>
<223> Construccién miscelanea

<400> 22

Au du Qu Aspgly dn Phe Asp Tyr
1

<210> 23

<211> 11

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> Construccion miscelanea

<400> 23

Ser Ala Ser Andy lle dn Trp Tyr Lgu Asn
1 5 1

<210> 24

<11>7

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> Construccién miscelanea

<400> 24
Tyr Thr Ser Ser Leu H s Ser
1 5

<210> 25

<211>9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Construccién miscelanea

<400> 25

@n G@n Hs Ser Lys Leu Pro Arg Thr
1 5

<210> 26

36



10

15

20

25

30

ES 2446 293 T3

<211>10

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> Construccién miscelanea

<400> 26
Ay Phe Pro lle Lys Asp Thr Phe G n H s
1 5 10

<210> 27

<211>17

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> Construccién miscelanea

<400> 27

Trp Ser Asp Pro Gu [le Gy Asp Thr ?Ou Tyr Ala Ser Lys 1Plge Gn
1 5

Ay

<210> 28

<211>9

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> Construccién miscelanea

<400> 28

@y Asp Thr Thr Tyr Lys Phe Asp Phe
1 5

<210> 29

<211> 11

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> Construccion miscelanea

<400> 29

37



10

15

20

25

30

ES 2446 293 T3

Lys Ata Ser A n Asp Val Hs Thr Al a val
1 5 10

<210> 30

<11>7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Construccién miscelanea

<400> 30

Trp Ala Ser Thr Arg Trp Thr
1 5

<210> 31

<211>9

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> Construccion miscelanea

<400> 31

Gn @n Tyr Ser Asp Tyr Pro Trp Thr
1 5

<210> 32

<211>10

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> Construccion miscelanea

<400> 32

Asp Phe Gu lle Iéys Asp Tyr Tyr lle i1-ios
1

<210> 33
<211>17
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Construccién miscelanea

38

Ala



10

15

20

25

ES 2446 293 T3

<400> 33

Anlle Asp Ala GQu Asp Gy Au Thr ?OU Tyr Ala Pro Arg 1Pge An
1 5

Ay

<210> 34

<211>17

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> Construccion miscelanea

<400> 34

Anlle Asp Ala Qu Asp Gy Au Thr ?OU Tyr Ala Pro Arg 1Pge an
1 5

Gy

<210> 35

<211>17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Construccién miscelanea

<400> 35

An lle Asp Alagu Asp Gy Qu Thr GQu Tyr Ala Pro Arg 1Plge Gn
1 10

Gy

<210> 36

<11>7

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> Construccién miscelanea

<400> 36

39
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Ser Thr Ser A u Leu Al a Ser
1 5

<210> 37

<211>9

<212> PRT

5 <213> Attificial
<220>
<223> Construccién miscelanea

<400> 37

?n A n Leu Ser gis Leu Pro Leu Thr

10 <210> 38
<211> 322
<212> PRT
<213> Attificial
<220>
15 <223> Construccién miscelanea

<400> 38

Ay Pro Ser Val Ehe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr ?gr Gu

1 10

Ser Thr Ala Ala Leu Ay Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Qu Pro
20 25 30

Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Qy Ala Leu Thr Ser @y Val His Thr
35 40 45

Phe Pro Ata Val Leu dn Ser Ser Gy Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val

40



Val
65
Val

Lys

Qy

Arg

Lys

du

Tyr

225

Lsu

Trp

Val

Asp

Hs

305

Leu

50

Thr

Asp

Tyr

Ser
130

Asp

Val

Au

210

Thr

Thr

Leu

Lys

QAu

Ay

<210> 39

<211> 970

Val

His

Gy

Arg

Pro

Val
Tyr
195

Thr

Leu

Pro

Lys

Val

Thr

Lys

Ser

180

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

250

Arg

Leu

Ser
Pro

8%

Pro

Val
Thr

165

Val

Pro

Val

245

Qy

Asp

Trp

Heg

Ser
70

Ser

Cys

Leu

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

230

Lys

Asn
310

55

Asn

Pro

Phe

Vai

138

Phe

Pro

Thr

Val

Qy

Pro
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Leu

Thr

Pro Cy

Asn

Arg

Val

Ser

200

Lys

Au

Gu
Phe
280

Qy

Tyr

Ay

Lys

105

Pro

Leu

185

Ay

Au

Tyr

Asn

265

Phe

Thr

Thr

Val

90

Lys

Val

Tyr

170

Hi s

Lys

Met

Leu

Val

dn

Lys

75

Asp

Ala

Pro

Val

Val

155

dn

Qy

Pro

Thr

235

Tyr

Tyr

Fhe

315

41

60

Thr

Lys

Pro

Lys

Val

140

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

220

Lys

Asp

Lys

Ser
300

Ser

Tyr

Arg

Asp

Ay

Asn

Trp

Pro
205

e

Thr

Leu

Thr

Val

Val

Val

Ser

Leu

190

Ser

Pro

Thr
270

Leu

du
95

Leu

Leu

Thr
175

Asn

GAn

Val

Val

255

Pro

Thr

Val

Leu

Asn

80

Ay

Mot

Val

180

Tyr

Ay

Ile

Val

Ser

240

Pro

val

Mt

Ser
320
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<212> ADN
<213> Attificial
<220>

<223> Construccién miscelanea

<400> 39

ggcccat cgg
ctgggetgee
gecet gacca
gct cagcage
cgt agat cac
cccatgcececa
€CCaaaacce
ggacgt gagc
gcataatgce
cgt cctcace
caacaaaggc
agagccacag
cctgacctge
t gggcagcecg
cttcctetac
atgctcegtg
tctgggttga

<210> 40
<211> 444
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Construccién miscelanea

<400> 40

?u Val Gn

Ser Val

Phe Mot His
35

Gy Trp lle

Lys

tcttceeget
t ggt caagga
gcggcgt geca
gt ggtgaccg
aagcccagea
ccet gececcag
aaggacact ¢
caggaagacc
aagacaaage
gt cct geace
ct ceegt cot
gt gt acacee
ct ggt caaag
gagaacaact
agcaggct aa

at gcat gagg

Leu gln dn Ser

Leu Ser Cys Thr
20

Trp Val

Asp Pro A u Asn

Lys dn

ES 2446 293 T3

agegecct ge
ctacttccce
caccttccceg
tgcecet ceag
acaccaaggt
cacct gagtt
1catgalctc
ccgagglicca
cgcgggagga
aggact ggct
ccat cgagaa
tgcccccatc
gctictaccee
acaagaccac
ccgtggacaa

ctctgcacaa

Val

t ccaggagca
gaaccggt ga
gct gt ect ac
caget t 9gac
ggacaagaga
cct ggaggga
ccggaccoct
gttcaactgg
gcagt t caac
gaacggcaag
aaccatctcc
ccaggaggag
cagcgacal ¢
gceotcoecglg
gagcaggt gg
ccact acaca

Ala Gu Leu Val

10

Ala Ser Gy Phe Asn
25

Arg Pro Asp Gn dvy

40

Ay Asp Thr Qu Tyr

42

cct ccgagag
cggtgtegtg
agt cct cagy
acgaagacct
gtt gagtcca
ccat cagt ct
gaggt cacgt
tacgtggatg
agcacgtace
gagt acaagt
aaagccaaag
at gaccaaga
gccgt ggagt
ct ggact ceg

¢aggagggga
cagaagagce

Arg Pro

-
4]

Ile Lys Ser
30

Leu Ju
45

Al a Ser

]
-z

cacagccgece
gaact cagge
actctactcc
acacct gcaa
aatatggtcc
tcetgticee
gcgt ggt got
gcgt ggagoat
gtgtggtcag
gcaaggtctc
ggcagceceeg
accaggt cag
gggaaagcaa
acgget cett
atgtcticte

tctecectgte

Al a

Thr

Trp lle

Lys Phe

80
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
970
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50 55 60

An Gy Lys Ala Thr Mot Thr Ala Asp Thr Ser Ser Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu @ n Leu Ser Ser lLeu Thr Ser Qu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Thr Thr Qy Gu Ser Asn Tyr Asp Phe Asp Phe Trp Gy Leu Ay Thr
100 105 110

Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Pro Pro Ser Val Tyr Pro
115 120 125

Leu Ala Pro Gy Thr Ala Leu Lys Ser Asn Ser Mt Val Thr Leu dy
130 135 140

Cys Leu Val Lys Gy Tyr Phe Pro Gu Pro Val Thr Val Thr Trp Asn
145 150 155 160

Ser Gy Ala Leu Ser Ser Gy Val Hs Thr Phe Pro Ala Val Leu dn
165 170 175

Ser Ay Leu Tyr Thr Leu Thr Ser Ser Val Thr Val Pro Ser Ser Thr
180 185 190

Trp Pro Ser G n Thr Val Thr Oys Asn Val Ala His Pro Ala Ser Ser
195 200 205

Thr Lys Val Asp Lys Lys Ile Val Pro Arg Asn Gy
210 215 22

Lys Pro Qys lle Cys Thr Qy Ser Gu Val Ser Ser Val Phe |le Phe
225 230 235 240

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Val Leu Thr tle Thr Leu Thr Pro Lys Val
245 250 255

Thr Cys Val Val Val Asp lle Ser G n Asp Asp Pro Gu Val Hs Phe
260 265 270

Ser Trp Phe Val Asp Asp Val (Gu Val Hs Thr Ala @ n Thr Arg Fro
275 280 285

Pro Qu Au GAn Phe Asn Ser Thr Phe Arg Ser Val Ser G u Leu Pro
290 295 300

lle Leu Hs G n Asp Trp Leu Asn Gy Arg Thr Phe Arg Cys Lys Val
305 310 315 320

Thr Ser Ala Ala Phe Pro Ser Pro Ile @Qu Lys Thr 1le Ser Lys Pro
325 330 335

43
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Tyr

Ay

Hs

Gy

Tyr
370

Phe

Thr @

<210> 41

<211> 214

<212> PRT

Arg
Mot

355

Pro

Leu

Thr

435

<213> Artificial

<220>

Thr
340
Thr
Pro
Tyr
Tyr
Phe
420

Lys

@ n Val

A n Asn

Asp lle

Lys Asn

390

Ser Lys
405

Thr Cys

Ser Leu

<223> Construccién miscelanea

<400> 41

Pro

Tyr
3756

Thr

Leu

ES 2446 293 T3

H s Val
345

Val Ser
360

Val Gu

Pro Pro

Asn Val

Val Leu

425

H s Ser
440

Tyr

e

Trp

Thr

44

Thr

Thr

Mot
395
Lys

Gu

Ay

Met

et
380

Asp

Lys

Ser

et

365

Asn

Thr

Lys

Leu

Pro
350
Va

Ay

Asp

Trp

Thr

Lys

Lys

Ay

Pro

Ser

400

Hi s



Asp

Val

Tyr

Ser

B8

du

Thr

Ay

Ser

145

Asp

Ser

Thr

Phe

e

Arg

Trp
50
Qy

Asp

Thr

Val

Thr

Cys

Asn
210

<210> 42

<211> 450

<212> PRT

Va

Val

Trp
35

Leu

Ay

Val

115

Lys

Val

<213> Attificial

<220>

Net
Ser

20

Tyr

Ay

Al a

—_
=g 0
o

Val

Tep

Thr

Ser

180

Val

Thr An

lle Thr

Thr Arg
Thr Asp

70

Asp Tyr
85
Gy Thr

il e Phe

Val Cys

Lys Ile
1

Asp Gn

165

Leu Ser

Val His

Gu Cys

<223> Construccién miscelanea

<400> 42

Ser

Lys
H s
55

Tyr
Phe

Lys

Pro

Leu
135
Asp
Asp

Lys

Lys
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Lys
Pro
49

Thr

Thr

Leu

Pro

120

Met

Ay

Ser

Thr
200

Lys
Ala
25

Ay

Ay

Leu

Ser

Phe Mat
10

3 n Ser
Val Pro
Thre lle

75

dn Tyr
90

[le Lys

Thr du

Asn Phe

Asp Ser
170

Tyr Gu

45

Ser

Asp

Pro

Asp

60

Ser

Ser

Arg

An

Tyr
140
Arg
Thr

Ser

Pro

Thr

Val

Lys

45

Arg

Asp

Asn

Leu

125

Pro

Asp

Tyr -

Val
205

Ser
30
leu

Phe

Val

Arg

Gy

Asn
190

Val

Val
15
Thr

Leu

Thr

Pro
95

Thr

Asp

Val

ivbt

175

Leu

Lys

Ay

Al a

Ay
Ser

80

Trp

Leu
160
Ser

Tyr

Ser



Tyr

Ay

An

65

Leu

Ala

Val

Val

Val

Ile

Arg

50

Ay

An

Arg

Trp

dAn

Lys

H s

35

Lys

Leu

Leu
Leu
20

Trp

Asp

Ser Cys

Val Lys

Pro Qu

Thr e

Ser Leu

85

Tyr Tyr

Gy Thr

Ser

Thr

dn

Asp

85

lle

Thr

Thr

ES 2446 293 T3

Gy

Arg

40

Gy

Al a

Ser

Asp

Val
120

Ser
25

Thr

Asp

du

Ser

105

Thr

Asp

A a

Thr

Thr

Asp

90

Arg

Val

46

Phe

Gn

Gdu

Ser

75

Thr

Asp

Val Lys
Asn Ile
Ay Leu
45

Tyr Ala
60

Ser Asn
Al a Val
Tyr Trp

Ser Ala
125

Pro

Pro

Thr

Tyr

Asp

Trp

Arg

Al a

Tyr

Phe

Thr

Phe

Tyr

80

Asp

Thr



Pro

Ser

145

Val

Phe

Thr

Ala

Asn

225

Thr

Asp

Thr

Ser

305

Thr

Lys

Thr

Thr

Mot

v
oo

Thr

Pro

Val

Sar

Leu

Pro

Thr

et

Asp

Ser

Val

Val

Al a

Pro

185

Pro

Ay

Val

Thr

Ser

Arg

e

Ser

355

Met

Thr

Val

Thr

Thr

Val
180

Val

Thr

Ser
340
Pro
Val

Gy

Asp

Tyr
Leu
Tr
16

Leu

Ser

Asp

Arg

Leu

Lys

Thr

Lys

Gy

Pro

dn

Thr

Ser

Val

Phe

Pro

Val

Pro

Lys

Qy

Pro

Ser

Leu

135

Ser

Ser

Trp

Thr

215

Lys

Pro

Thr

Pro

295

Thr

Gu

Au

Phe

375

Tyr
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Al a

Leu

Ay

Ay

Pro

200

Lys

Pro

Pro

Trp
280

Leu

Tyr

du

Phe

Val

Al a

Leu

185

Val

Lys
Val
265

Phe

du

Fr o

Lsu

Ay

Lys

Leu

170

An

Asp

e Cy

Val

Val

An

dAn

Al a

330

Thr

Thr

Pro

Tyr

Thr

Thr

Lys

Lys

Val

Asp

Asp

FPhe

Asp

Lys
395

Ser

47

Leu

Val

Lys

Thr

Asp

Asp

Asp

Asn

300

Trp

Pro

Val

Lys

Leu

Phe

Ay

Thr

Thr

205

Ay

Val

e

Val

285

Leu

Ser

Pro

Tyr

Thr

Leu

Lys

Pro

Val

Ser

190

Cys

Val

Lew

Ser

270

Pro

Val

Val

Asn

Ser

Thr
255
Val

Phe
Ay
e
335

Val

Pro

Val

Asn

Thr

Val

Val

Arg

Val

240

lle

Asp

Trp

Thr
400

Lys
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405

ES 2446 293 T3

410

415

Lys GQu Lys Trp @n dn Gy Asn Thr Phe Thr Cys Ser val Leu H s
420 425 430

Gu dy Leu Hs Asm Hs His
435

Ay Lys
450

<210> 43

<211> 213

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> Construccién miscelanea

<400> 43

GAu
3

Gu

Ser

dy
65

Phe

Thr

Val
145

Thr

Ile

Lys

Trp

Thr

50

Ser

Qy

Val

Ser

130

Lys

Val

Val

Val

Phe

35

Ay

Al a

Trp

Thr’

Leu Ser

Cys du val

195

Leu Thr
5
Thr Met
20
Adn dn
Asn Leu
Thr Ser
Thr Tyr
85
dy Thr
0
Ile Phe
Val Cys
Lys Ile
Asp 4
Leu Ser

180

Val H s

Asn Arg Asn Qu s
218 &

Qn

Thr

Lys

Al a

Tyr

70

Tyr

Lys

Pro

Leu

—
g

Lys Ala Asp Tyr
185

Sar

Cys

Ser
55

Ser

Leu

Pro

Mot
135

Pro

Ser

Ay

40

Gy

Leu

an

Ser
120
Asn

Thr

Lys

Al a

Al a

25

Thr

Val

Thr

dn

Lou

105

Thr

Gu

Asp

Thr G u Lys Ser
440

Ser

Ser

Pro

Ite

Trp

90

Lys

du

Phe

Arg

Sar
170

et

Ser

Al a
Ser
75

Ser

Arg

Thr

du Ser

Ser

Ser

Lys

Ar g

60

Ser

Ser

Al a

Leu Al

Asp

Tyr

Val

Leu
45

Arg

Ay

Sar

Ser

Ser

30

Trp

Ser

Gu

Pro

Thr

Asp

Val

et

Tyr

ile

Qy

Al a

Leu

95

Gy

lle

Leu

Ser
175

H s Asn Leu Tyr
190

Lys Thr Ser Ser Ser Pro Val
200

48

Val
205

Lys Ser

Leu Ser His Ser Pro
445

Gy

et

Tyr

Gu
80

Thr

Pro

&
oo

Thr
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REIVINDICACIONES

Un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo que se une especificamente a la esclerostina humana, en el
que el anticuerpo o fragmento funcional del mismo comprende seis CDR con las siguientes secuencias de
aminoéacidos: HCDR1 con SEQ ID NO: 26, HCDR2 con SEQ ID NO: 27, HCDR3 con SEQ ID NO: 28, LCDR1
con SEQ ID NO: 29, LCDR2 con SEQ ID NO: 30 y LCDR3 con SEQ ID NO: 31.

Un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende una
regién variable de cadena pesada y una regién variable de cadena ligera en el que, la regién variable de cadena
pesada tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15 y la region variable de cadena ligera tiene la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18.

Un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, que
comprende un polipéptido de cadena pesada con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 y un
polipéptido de cadena ligera con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6.

Una composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

Un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo de acuerdo con una cualquiera de reivindicaciones 1 a 3 para
su uso como medicamento.

Un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3
para su uso en el incremento de al menos uno de entre masa 6sea, densidad mineral ésea, contenido mineral
0seo, o resistencia 6sea en un sujeto humano.

Un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo de acuerdo con una cualquiera de reivindicaciones 1 a 3 para
su uso en el tratamiento de una enfermedad o trastorno seleccionado de entre osteoporosis, osteopenia,
artrosis, dolor asociado con artrosis, artritis reumatoide, enfermedad periodontal o0 mieloma multiple en un sujeto
humano.

Un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo de acuerdo con la reivindicacion 7 para su uso en el
tratamiento de osteoporosis.
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