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DESCRIPCION
Anticuerpos contra GDF8 y usos de los mismos

Campo de la invencidn

El campo técnico de la invencién se refiere al epitopo, o a epitopos, especificos contra el factor 8 de crecimiento y
diferenciacion (GDF8) y a antagonistas del mismo (por ejemplo, peptidométicos, anticuerpos anti-GDF8 (por
ejemplo, anticuerpos de raton, humanos y humanizados, fragmentos de los mismos, etc.), polinucleétidos
recombinantes, polinucledtidos inhibidores, etc.) que pueden usarse para inhibir la actividad de GDF8 in vitro y/o in
vivo. Adicionalmente, el campo se refiere a procedimientos de inmunoensayo para la deteccién de GDF8 en
muestras biolégicas, asi como a procedimientos de tratamiento, mejora, prevencion, diagnoéstico, prondstico y/o
monitorizacién de trastornos asociados con GDF8 (por ejemplo, trastornos musculares, trastornos neuromusculares,
trastornos éseos degenerativos, trastornos 6seos inducidos o metabdlicos, trastornos del tejido adiposo, trastornos
del metabolismo de la glucosa o trastornos relacionados con la insulina), particularmente en mujeres potencialmente
fértiles.

Antecedentes de la invencidon

El factor 8 de crecimiento y diferenciacion (GDF8) conocido también como miostatina, es una proteina segregada y
un miembro de la superfamilia de factores de crecimiento estructuralmente relacionados del factor beta de
crecimiento transformante (TGF-B). Los miembros de esta superfamilia poseen propiedades reguladoras del
crecimiento y morfogenéticas (Kingsley y col. (1994) Genes Dev. 8: 133-46; Hoodless y col. (1998) Curr. Topics
Microbiol. Immunol. 228: 235-72). EI GDF8 humano se sintetiza como una proteina precursora de 375 aminoacidos
que forma un complejo homodimérico. Durante el procesamiento, el propéptido amino-terminal, conocido como
"péptico asociado con latencia" (PAL), se escinde y puede permanecer unido al homodimero de manera no
covalente, formando un complejo inactivo denominado "complejo latente pequefio” (Miyazono y col. (1988) J. Biol.
Chem. 263: 6407-15; Wakefield y col. (1988) J. Biol. Chem. 263: 7646-54; Brown y col. (1999) Growth Factors 3: 35-
43; Thies y col. (2001) Growth Factors 18: 251-59; Gentry y col. (1990) Biochemistry 29: 6851-57; Derynck y col.
(1995) Nature 316: 701-05; Massague (1990) Ann. Rev. Cell Biol. 12: 597-641). Proteinas, tales como folistatina y
proteinas relacionadas con folistatina, incluyen GASP-1 (Gamer y col. (1999) Dev Biol. 208: 222-232, publicacién de
patente en Estados Unidos n® 2003-0180306-A1; publicacion de patente en Estados Unidos N°? 2003-0162714-A1) y
se unen a homodimeros de GDF8 maduros e inhiben la actividad biolégica de GDF8.

Un alineamiento de la secuencia de aminoacidos deducida de GDF8 de diversas especias demuestra que GDF8
esta muy conservado (McPherron y col. (1997) Proc. Natf. Acad. Sci. U.S.A. 94: 12457-61). Las secuencias de
GDF8 de ser humano, ratén, rata, cerdo y pollo son 100 % idénticas en la regiéon C-terminal, mientras que el GDF8
de babuino, de ganado bovino y ovino difiere en un oligbmero de 3 aminoacidos en el extremo C. El alto grado de
conservacion de GDF8 entre especies sugiere que GDF8 tiene una funcion fisiolégica esencial.

GDF8 ha mostrado que desempefia una funcion principal en la regulacion del desarrollo y homeostasis muscular
inhibiendo tanto la proliferacion como la diferenciacién de mioblastos y células satélite (Lee y McPherron (1999)
Curr. Opin. Genet. Dev. 9: 604-7; McCroskery y col. (2003) J. Cell. Biol. 162: 1135-47). Se expresa precozmente en
musculo esquelético en desarrollo y continla expresandose en musculo esquelético en adultos, preferentemente en
tipos de contraccion rapida. GDF8 también se ha implicado en la produccion de enzimas especificas de musculo
(por ejemplo, creatina quinasa) y en la proliferacion de mioblastos (documento WO 00/43781).

La sobreexpresién de GDFB en ratones adultos produce una pérdida muscular significativa (Zimmers y col. (2002)
Science 296: 1486-88). De manera similar, diversos estudios realizados indican que la expresion aumentada de
GDF8 esta asociada con desgaste muscular inducido por el VIH (Gonzalez-Cadavid y col. (1998) Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 95: 14938-43). En cambio, ratones transgénicos GDF8 genosuprimidos (knockout) se caracterizan por
una notable hipertrofia e hiperplasia del misculo esquelético y por una estructura ésea cortical alterada (McPherron
y col. (1997) Nature 387: 83-90; Hamrick y col. (2000) Bone 27: 343-49). Ademas, las mutaciones naturales han
mostrado que inactivan el gen de GDF8 producen hipertrofia e hiperplasia tanto en animales como en seres
humanos (Lee y McPherron (1997), citado anteriormente). Por ejemplo, en ganado, aumentos en la masa del
musculo esquelético son obvios en mutaciones de GDF8 naturales (Ashmore y col. (1974) Growth 38: 501-07;
Swatland y col. (1994) J. Anim. Sci. 38: 752-57; McPherron y col., citado anteriormente; Kambadur y col. (1997)
Genome Res. 7: 910-15).

Diversos trastornos musculares y 6seos en seres humanos y animales estan asociados con tejido muscular
funcionalmente deteriorado, y por tanto, también pueden asociarse con GDF8. Por ejemplo, GDF8 puede estar
implicado en la patogénesis de esclerosis lateral amiotréfica ("ELA"), distrofia muscular ("DM"; incluyendo distrofia
muscular de Duchenne, distrofia muscular facioescapular y distrofia muscular facioescapulohumeral), atrofia
muscular, sindrome del tanel carpiano, atrofia organica, fragilidad, enfermedad pulmonar obstructiva congestiva
(EPOC), sarcopenia, caquexia, y sindromes de desgaste muscular producidos por otras enfermedades y afecciones.
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También se cree que GDF8 participa en otros numerosos procesos fisioldgicos y trastornos relacionados, incluyendo
homeostasis de la glucosa durante el desarrollo de la diabetes de tipo 2, tolerancia alterada a glucosa, sindromes
metabdlicos (es decir, sindromes (por ejemplo, sindrome X) que implican la aparicién simultanea de un grupo de
afecciones de la salud (que pueden incluir insulinorresistencia, obesidad abdominal, dislipidemia, hipertensién,
inflamacién crénica, y estado protrombético, etc.) que pone a una persona en alto riesgo para la diabetes de tipo 2
y/o enfermedad cardiaca), insulinorresistencia (por ejemplo, resistencia inducida por traumatismos, tales como
quemaduras o desequilibrio de nitr6geno), y trastornos del tejido adiposo (por ejemplo, obesidad, dislipidemia,
enfermedad hepatica grasa no alcohdlica, etc.) (Kim y col. (2000) Biochem. Biophys. Res. Comm. 281: 902-06).
Actualmente, para tratar estos trastornos existen terapias poco fiables o eficaces. La patologia de estos procesos
apunta al GDF8 como una posible diana en el tratamiento de estos trastornos relacionados.

Ademas de trastornos neuromusculares en seres humanos, también hay afecciones relacionadas con el factor de
crecimiento asociadas con una pérdida de hueso, tales como osteoporosis y artrosis, que afectan
predominantemente a mujeres mayores y/o postmenopausicas. Dichas enfermedades y trastornos &seos
metabdlicos incluyen reduccion de masa 6sea debido a terapia crénica con glucocorticoides, disfuncion gonadal
prematura, supresion de andrégenos, déficit de vitamina D, hiperparatiroidismo secundario, deficiencias nutricionales
y anorexia nerviosa. Aunque muchas terapias actuales para estas afecciones actian inhibiendo la reabsorcion 6sea,
un tratamiento alternativo Util seria una terapia que promoviese la formaciéon de hueso. Dado que GDF8 desarrolla
una funciéon en el desarrollo éseo, asi como en el desarrollo muscular, GDF8 es también una excelente diana
farmacoldgica para el tratamiento de trastornos éseo degenerativos.

Al igual que otros miembros de la familia del factor- de crecimiento transformante (TGF-B), GDF8 se sintetiza como
una proteina precursora de 376 aminoacidos que contiene una secuencia sefal, un dominio propeptidico N-terminal
y un dominio C-terminal considerado como la molécula activa. GDF8 se segrega en una forma latente uniéndose a
su propéptido (péptido asociado con latencia, PAL); el procesamiento proteolitico entre el dominio propeptidico y el
dominio C-terminal produce un propéptido N-terminal y la forma madura de GDF8. La forma tanto no procesada
como madura de GDF8 forma dimeros unidos por enlaces disulfuro, y el dimero de GDF8 procesado representa la
Unica forma activa de la proteina. En suero, asi como en musculo esquelético, GDF8 puede encontrarse unido a
diversas proteinas que pueden modular su activacion, secrecion o union a receptores.

GDF8 ejerce sus efectos a través de una familia de receptores heterotetramericos de serina/treonina quinasa
transmembrana, cuya activacién potencia la transfosforilacion de los receptores, lo que conduce a la estimulacion de
la actividad de la serina/treonina quinasa. Se ha observado que la ruta de GDF8 implica una unién activa del dimero
de GDF8 con el receptor de alta afinidad, ActlIRB, que después recluta y activa la transfosforilacion del receptor de
baja afinidad, ALK4/ALK5. También se ha observado que las proteinas Smad 2 y Smad 3 se activan posteriormente
y forman complejos con Smad 4 y después se traslocan al nicleo, que después activa la transcripciéon de genes
diana. Lee y McPherron (Proc Natl Acad Sci USA 2001, 98: 9306-9311) han demostrado que el receptor ActRIIB fue
capaz de mediar la influencia de GDF8 in vivo, como expresion de una forma negativa dominante de ActlIRB en
ratones que imita la genosupresion de GDF8.

Se ha observado que bajo la influencia de GDF8, mioblastos C2C12 se acumulan en las fases GO/G1 y G2 del ciclo
celular, disminuyendo consecuentemente la cantidad de células en fase S. Ademds, GDF8 induce la disfuncion de
diferenciacion de mioblastos, asociada con una fuerte disminucion en la expresion de marcadores de diferenciacion.
La expresion de GDF8 también disminuye la tasa apoptotica de células en condiciones tanto de proliferacion como
de diferenciacién (Thomas y col., J. Biol Chem 2000; 275: 40235-40243).

La inhibicién de la expresion de miostatina (GDF8) conduce tanto a hipertrofia como a hiperplasia muscular (Lee y
McPherron, citado anteriormente; McPherron y col., citado anteriormente). La miostatina regula negativamente la
degeneracion muscular tras lesion, y la ausencia de miostatina en ratones sin GDF8 produce regeneracién muscular
acelerada (McCroskery y col., (2005) J. Cell. Sci. 118: 3531-41). Se ha observado que los anticuerpos anti-GDF8
humanos (Solicitud publicada de Estados Unidos N? 2004/0142382) se unen a GDF8 e inhiben la actividad de GDF8
in vitro e in vivo, incluyendo la actividad de GDF8 asociada con regulacién negativa de masa musculo esquelética y
densidad ésea. Por ejemplo, anticuerpos neutralizantes de miostatina aumentan el peso corporal la masa musculo
esquelética y el tamarfio y la fuerza muscular en el musculo esquelético de ratones de tipo silvestre (Whittemore y
col. (2003) Biochem. Biophys. Res. Commun. 300: 965-71) y del ratén mdx, un modelo de distrofia muscular
(Bogdanovich y col. (2002) Nature 420: 418-21; Wagner y col. (2002) Ann. Neurol. 52: 832-36). Adicionalmente, los
anticuerpos contra miostatina en estos ratones disminuyen el dafo al diafragma, un muasculo que también se dirige
durante la patogénesis de la ELA. Se ha creado la hipétesis de que la accién de factores de crecimiento, tales como
HGF, sobre el masculo, puede deberse a la inhibicién de la expresion de miostatina (McCroskery y col. (2005),
citado anteriormente), ayudando de este modo a cambiar el equilibrio entre regeneracioén y degeneraciéon en una
direccion positiva. Sin embargo, estos anticuerpos de la técnica anterior no eran especificos para GDF8, es decir,
estos anticuerpos tienen alta afinidad por otros miembros de la superfamilia de TGF-B, tales como BMP11.

Los documentos WO2007/024535, WO2006/116269, WO2008/030706, WO2007/047112, WO2005/094446,
WQ02003/027248 y WO2007/044411 desvelan anticuerpos contra GDF8 o miostatina y uso en terapia.
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Hasta la fecha, todos los inhibidores de actividad GDF8 conocidos (por ejemplo, propéptido, receptor ActRilB
soluble; anticuerpos anti-GDF8, etc.) también neutralizan las actividades biolégicas de otros factores (por ejemplo,
BMP11, activina, etc.) que tienen funciones biol6égicas importantes. Por ejemplo, activina y BMP11 desempefan
funciones importantes durante la embriogénesis. La activina A se identifica como un factor de crecimiento gonadal
critico, y BMP11 es responsable de la transformacion homedtica del esqueleto axial. Ratones knockout (con
supresion génica) de BMP11 homocigotos son letales perinatales; ratones con un copia de tipo silvestre del gen de
BMP11 son viables pero tienen defectos esqueléticos. Dado que activina y BMP11 desempefian funciones
importantes durante la embriogénesis, un antagonista que inhiba a GDF8 y otros factores, por ejemplo, BMP11
plantean riesgos tedricos de seguridad que podrian presentarse bien como toxicidad en pacientes tratados o como
toxicidad reproductora, por ejemplo, en mujeres de edad fértil. Por tanto, hay una necesidad de compuestos y
procedimientos de tratamiento que contribuyan a un aumento global en la masa y/o fuerza muscular y/o densidad
0sea, particularmente en seres humanos, pero que no interfieran, por ejemplo, con BMP11. En otras palabras, hay
una necesidad de inhibicién especifica de la actividad de GDF8 en los tratamientos de trastornos asociados con
GDF8 para los cuales es deseable aumentar la masa, el tamafio, la fuerza muscular etc., particularmente en mujeres
en edad fértil.

A medida que se estan desarrollando procedimientos de uso de agentes moduladores de GDF-8, existe la necesidad
de desarrollar procedimientos para monitorizar y optimizar la administracion de dichos agentes a un individuo. En
particular, la posibilidad de medir los niveles de proteina GDF-8 en fluidos biolégicos tiene implicaciones importantes
para los estudios clinicos en curso. Por ejemplo, los niveles circulantes de GDF-8 serian de diagnéstico para
afecciones patolégicas que podrian beneficiarse de una terapia anti-GDF-8, o podrian predecir qué individuos son
mas posiblemente respondedores a terapia anti-GDF-8. Ademas, los cambios en los niveles de GDF-8 en sangre
periférica durante el tratamiento con anti-GDF-8 pueden ser un indicador precoz de respuestas medibles posteriores
en la masa y/o funcién muscular.

Para lograr dichos objetivos de optimizacidn, se necesitan procedimientos para detectar o monitorizar niveles de la
proteina GDF-8 en fluidos bioldgicos, tales como suero y plasma. Es deseable monitorizar niveles de GDF-8 antes,
durante y después del tratamiento con un agente modulador de GDF-8 para identificar individuos apropiados para
dicho tratamiento, monitorizar respuestas contra el tratamiento y seguir el progreso después del tratamiento, por
ejemplo. En particular, se necesitan procedimientos que permitan la deteccion y/o cuantificacion de niveles de GDF-
8 endogeno en respuesta a la administracién de agentes moduladores de GDF-8, incluyendo inhibidores de GDF-8 y
anticuerpos anti-GDF-8.

Por consiguiente, un objeto primario de la presente invencidon es proporcionar compuestos y procedimientos que
inhiban especificamente la actividad de GDF8, asi como ensayos inmunoldgicos, para detectar y cuantificar niveles
de GDF-8 en muestras bioldgicas, tales como, por ejemplo, en suero y plasma.

Sumario de la invencion

La invencién se basa en el descubrimiento de anticuerpos o proteinas de unién a antigeno que se unen
especificamente al Factor 8 de Crecimiento y Diferenciacién (GDF8) que antagonizan especificamente al menos una
actividad de GDF8 (por ejemplo, la union de GDF8 con su receptor u otros sucesos de sefializacion mediados por
GDF8). La presente invencion también se basa en la identificacion de los epitopos en GDF8 reconocidos por estos
anticuerpos especificos contra GDF8 o proteinas de unién a antigeno, dado que los anticuerpos de la invencidon son
especificos contra GDF8 y no se unen especificamente, por ejemplo, a BMP11.

Ademas de proporcionar un epitopo, o epitopos, especificos contra GDF8, la invencién también proporciona
antagonistas especificos para GDF8 (también denominados en este documento "antagonistas especificos de GDF8",
"antagonistas de GDF8"), por ejemplo, antagonistas que antagonizan especificamente (por ejemplo, inhiben,
reducen, y/o neutralizan) al menos una actividad de GDF8 (por ejemplo, sucesos de sefalizacion mediados por
GDF8 (por ejemplo, la unién de GDF8 con su receptor (por ejemplo, con su receptor ALK4/ALKS )), y no antagonizan
significativamente la actividad de BMP11. La presente invencion también proporciona procedimientos para detectar y
cuantificar GDF-8 en muestras bioldgicas. En determinadas realizaciones, los procedimientos comprenden
inmunoensayos, y la muestra es suero y/o plasma. La invencién también proporciona kits para su uso en los
procedimientos de la invencién. La invencion también proporciona procedimientos de uso de los antagonistas
especificos de GDF8 desvelados en los procedimientos de tratamiento (que incluyen mejora, prevencion,
diagnostico, prondstico) o monitorizacion de trastornos asociados con GDF8, por ejemplo, trastornos musculares,
trastornos neuromusculares, trastornos éseo degenerativos, trastornos 6seos metabdlicos o inducidos, trastornos del
tejido adiposo, trastornos de metabolismo de la glucosa, trastornos relacionados con la insulina, etc.

Por tanto, en un aspecto, la invencion proporciona antagonistas contra GDF8 en el que el antagonista comprende un
anticuerpo anti-GDF8 o una proteina de unién a antigeno que se une especificamente a GDF8 y no se une
especificamente a BMP11.

En otra realizacion la invencién proporciona un antagonista descrito en este documento en el que el antagonista es
un anticuerpo anti-GDF8, una proteina de unién a antigeno o un fragmento de la misma que se une especificamente
a GDF8 pero que no se une especificamente a BMP11, en el que el anticuerpo o la proteina de unién a antigeno se



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2514518 T3

selecciona del grupo que consiste en:un anticuerpo policlonal; un anticuerpo monoclonal; un anticuerpo
monoespecifico; un anticuerpo poliespecifico; un anticuerpo humanizado; un anticuerpo tetramérico; un anticuerpo
tetravalente; un anticuerpo multiespecifico; un anticuerpo monocatenario; un anticuerpo especifico de dominio; un
anticuerpo de un solo dominio; un anticuerpo con dominio delecionado; una proteina de fusion; una proteina de
fusién ScFc; un anticuerpo quimérico; un anticuerpo sintético; un anticuerpo recombinante; un anticuerpo hibrido; un
anticuerpo mutado; anticuerpos con CDR injertadas; un fragmento de anticuerpo que puede incluir un fragmento
Fab; F(ab’)2; y Fab’; un fragmento Fv; un fragmento Fv monocatenario (ScFv); un fragmento Fd; un fragmento dAb;
una proteina de unién a que puede incluir diacuerpos; un péptido CDR3; un péptido de restriccion FR3-CDR3-FR4;
un nanocuerpo; un nanocuerpo bivalente; productos inmunofarmacéuticos modulares pequenos (SMIP); un dominio
IgNAR variable de tiburdn; y un minicuerpo. En algunas realizaciones el antagonista de la invencién es un anticuerpo
monoclonal. En algunas realizaciones el antagonista de la invencién es un anticuerpo humanizado

En algunas realizaciones, el anticuerpo o proteina de uniéon a antigeno de la invencién comprende una cadena
pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N¢: 14 y la secuencia de aminoacidos de SEC ID N2: 17.

En algunas realizaciones, el antagonista de la invencion es un anticuerpo anti-GDF8, una proteina de unién a
antigeno o un fragmento de los mismos que comprende una cadena pesada que comprende una primera, segunda y
tercera CDR, en el que la primera CDR comprende un aminoacido seleccionado de la secuencia de aminoacidos de
SEC ID N2:19; y la secuencia de aminoacidos de SEC ID N2 25, la segunda CDR comprende un aminoacido
seleccionado de la secuencia de SEC ID N®: 20; y la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 26 y la tercera CDR
comprende un aminoacido seleccionado de la secuencia de aminoacidos de SEC ID N% 21; y la secuencia de
aminoacidos SEC ID N 27 y que comprende una cadena ligera que comprende una primera, segunda y tercera
CDR, en el que la primera CDR comprende un aminodcido seleccionado de la secuencia de aminoacidos de SEC ID
N¢: 22; y la secuencia de aminoacidos de SEC ID N%: 28, la segunda CDR comprende un aminoacido seleccionado
de la secuencia de aminoacidos de SEC ID N®: 23; y la secuencia de aminoacidos de SEC ID N¢: 29, la tercera CDR
comprende un aminoacido seleccionado de la secuencia de aminoacidos SEC ID N2 24; y la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N¢: 30. En algunas realizaciones el antagonista de la invencién es un anticuerpo anti-GDF8
0 una proteina de unién antigeno que comprende una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en:la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 16; y la secuencia de
aminodcidos de SEC ID N¢: 18.

En algunas realizaciones el antagonista de la invenciéon es un anticuerpo anti-GDF8 o una proteina de union a
antigeno que comprende una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N2 16, y
adicionalmente comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N2 14. En
algunas realizaciones el antagonista de la invencion es un anticuerpo anti-GDF8 o proteina de unién a antigeno que
comprende una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N2 18, y adicionalmente
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N2 17. En algunas
realizaciones, la invencion proporciona un polinucleétido que codifica uno cualquiera o mas de los aminodacidos que
comprenden los antagonistas de GDF8 de la invencién, como se describe en el presente documento.

En algunas realizaciones, la invencion proporciona una célula hospedadora que comprende uno cualquiera o0 mas
polinucleétidos de la invencién, en la que el polinucleétido esta unido operativamente a una secuencia reguladora.
En ofra realizacién, la invencién proporciona un vector que comprende cualquiera de los polinucleétidos de la
invencién. En otra realizacion, la invencién proporciona una célula hospedadora que comprende un vector que
comprende uno cualquiera 0 mas de los polinucleétidos de la invencion.

En algunas realizaciones para producir un antagonista de GDF8 a partir de un cultivo de una célula hospedadora
como se desvela en este documento, la invencién proporciona un procedimiento que comprende uno cualquiera o
mas de los polinucleétidos de la invencion y aislar el antagonista de GDF8 expresado por la célula hospedadora. En
otra realizacion mas la invencion proporciona un antagonista de GDF8 aislado producido por el procedimiento para
la produccién de un antagonista de GDF8 como se describe en el presente documento.

La divulgacién proporciona un ensayo para detectar la presencia de GDF8 en una muestra de un sujeto que
comprende las siguientes etapas: combinar (i) la muestra con (ii) un reactivo de captura que se une especificamente
a GDF8 vy (iii) un reactivo de deteccidn que se une especificamente a GDF8 y detecta si se produce o no la unién
especifica entre el reactivo de captura y GDF8 en el que la detecciéon de la unién especifica indica la presencia de
GDF8 en la muestra.

En una realizacion de la divulgacién el GDF8 en la muestra esta disociado de las proteinas de union a GDF8 y del
anti-GDF8 presente en la muestra. En una realizacion, el ensayo de la invencion comprende adicionalmente
combinar la muestra con un tampdén acido antes de la combinacién de la muestra con el reactivo de captura, como
se describe en este documento. En otra realizacién el tampdén acido del ensayo de la invencion tiene un pH entre
aproximadamente 1,0 y 6,0. En otra realizacion el pH del tampén &cido es de aproximadamente 2,5.

En una realizacién, la divulgacién proporciona uno cualquiera 0 mas de los ensayos descritos en este documento en
los que la muestra se selecciona de un grupo que consiste en suero, sangre entera, plasma, muestras de biopsia,
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muestras de tejido, suspensién celular, saliva, liquido oral, liquido cefalorraquideo, liquido amniético, leche, calostro,
secrecion de glandula mamaria, linfa, orina, sudor, liquido lagrimal, liquido géastrico, liquido sinovial y mucosidad. En
otra realizacion, la invencion estipula que la muestra se seleccione de sangre entera, suero o plasma.

En una realizacion, la divulgacion proporciona uno cualquiera o mas de los ensayos descritos en este documento en
los que la etapa de deteccion comprende al menos uno de un ensayo de tipo sandwich y un ensayo de union
competitiva. En algunas realizaciones la etapa de deteccién comprende un ensayo de tipo sandwich. En algunas
realizaciones, la etapa de deteccion comprende al menos uno de: detectar un cambio en el indice refractario en una
superficie éptica solida en contacto con la muestra; detectar un cambio de luminiscencia; medir un cambio de color;
detectar un cambio de radioactividad; medir usando interferometria de biocapa; medir usando deteccién cantiléver;
medir usando formaciéon de imagenes intrinsecas sin etiqueta; y medir usando deteccién acustica. En algunas
realizaciones, la etapa de deteccion de la invencién mide un cambio de color. En algunas realizaciones, la etapa de
deteccion comprende un ensayo seleccionado del grupo que consiste en: un ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA); un ensayo electroquimioluminiscente (ECL); radioinmunoensayo (RIA); radioinmunoensayo en
fase solida (SPRIA); immunotransferencia; immunoprecipitacion; Clasificacion de Células Activadas por
Fluorescencia (FACS). En otra realizacion, la etapa de deteccion comprende un ELISA.

En una realizacion la presencia de GDFB se detecta por la unién especifica de un compuesto con el reactivo de
deteccion que se une especificamente a GDF8 en el que el compuesto comprende adicionalmente un marcador
detectable. En otra realizacion el marcador detectable comprende al menos un marcador seleccionado del grupo que
consiste en un marcador enzimatico; un marcador luminiscente; un marcador proteico; un marcador de vitaminas; un
marcador cromoférico; un marcador radioisotdépico y un marcador molecular de densidad electrénica. En otra
realizacién el marcador detectable es un marcador proteico y comprende adicionalmente biotina.

En una realizacién, el ensayo proporciona un reactivo de captura que se selecciona del grupo que consiste en un
anticuerpo anti-GDF8, una proteina de unién a antigeno o fragmentos de los mismos; una proteina de union a
GDF8; y un dominio de unién a GDF8. En otra realizacion, el ensayo estipula que el reactivo de captura es un
anticuerpo anti-GDF8, una proteina de unién a antigeno o fragmentos de los mismos y selecciona del grupo que
consiste en RK35, RK22, MYO-028, MYO-029 y JA16. En algunas realizaciones el reactivo de captura es RK35. En
algunas realizaciones el reactivo de captura es RK22.

En una realizacion del ensayo la divulgacion estipula que el reactivo de deteccion se seleccione del grupo que
consiste en: un anticuerpo anti-GDF8; una proteina de unién a antigeno o fragmentos de los mismos; una proteina
de union a GDF8 y un dominio de union a GDF8. En una realizacién, el reactivo de deteccién es un anticuerpo anti-
GDF8, una proteina de unién antigeno o fragmentos de los mismos y se selecciona del grupo que consiste en: RK22
y RK35. En otra realizacién, el ensayo estipula que el reactivo de deteccién es RK35. En otra realizacion, el ensayo
estipula que el reactivo de deteccion es RK22.

En una realizacion la divulgaciéon proporciona un ensayo en el que el reactivo de captura proporcionado es RK22 y el
reactivo de deteccién es RK35. En otra realizacion, la divulgacion proporciona un ensayo en el que el reactivo de
captura es RK35 y el reactivo de deteccién es RK22.

La divulgacion proporciona un ensayo para cuantificar la presencia de GDF8 en una muestra de un sujeto que
comprende las siguientes etapas: combinar (i) la muestra con (ii) un reactivo de captura que se una especificamente
a GDF8 vy (iii) un reactivo de deteccion que se una especificamente a GDF8, detectando se produce o no la unién
especifica entre el reactivo de captura y GDF8 y cuantificar el nivel de GDF8 en la muestra, en el que la deteccién
de la unién especifica indica la presencia de GDF8 en la muestra y puede cuantificarse. La divulgaciéon proporciona
el GDF8 en la muestra disociado de las proteinas de unién a GDF8 y del anti-GDF8 presente en la muestra. En una
realizacién, el ensayo comprende adicionalmente combinar la muestra con un tampén &cido antes de la combinacion
de la muestra con el reactivo de captura, como se describe en este documento. En otra realizacion el tampon de
ensayo acido tiene un pH entre aproximadamente 1,0 y 6,0. En otra realizacion el pH del tampo6n acido es de
aproximadamente 2,5.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona una composicion farmacéutica para el tratamiento (que incluye mejora
y/o prevencién) de un trastorno asociado con GDF8 en un sujeto que comprende un transportador
farmacéuticamente aceptable y al menos un antagonista de GDF8 se selecciona del grupo que consiste en un
péptidomimético de un dominio de unién a GDF8; un acido nucleico aislado que codifica un aminoacido para un
péptidomimético de un dominio de unién a GDF8; un polinucleétido inhibidor especifico contra GDF8 y un anticuerpo
anti-GDF8, proteina de unién antigeno o fragmentos de los mismos que se une especificamente a GDF8 y que no se
une especificamente a BMP11.

En una realizacion la composicién farmacéutica de la divulgacién comprende un péptidomimético de un dominio de
unién especifico para GDF8 que consiste esencialmente en una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID N¢: 4; la secuencia de aminoacidos de SEC ID N%: 6; la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N2 8; la secuencia de aminoacidos de SEC ID N2 10; y la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N 12.
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En una realizacion, la composicion farmacéutica de la invencion comprende un acido nucleico aislado que codifica
un aminoacido especifico contra GDF8 que consiste esencialmente en una secuencia de acido nucleico
seleccionada del grupo que consiste en la secuencia de acido nucleico de SEC ID N¢: 3; la secuencia de acido
nucleico de SEC ID N¢: 5; la secuencia de acido nucleico de SEC ID N¢: 7; la secuencia de acido nucleico de SEC ID
N¢: 9; la secuencia de acido nucleico de SEC ID N2 11 y las secuencias de acido nucleico de fragmentos de las
mismas.

En una realizacioén, la composicién farmacéutica de la invencidon comprende un anticuerpo anti-GDF8, proteina de
union antigeno o fragmentos de los mismos que se une especificamente a GDF8 y que no se une especificamente a
BMP11 que comprende una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N2 16, y en el
que el anticuerpo comprende adicionalmente una cadena pesada que comprende la secuencia de aminodcidos de
SEC ID N% 14. En ofra realizacién, la composicién farmacéutica de la invencién proporciona un anticuerpo anti-
GDF8, proteina de unién antigeno o fragmentos de los mismos, que se une especificamente a GDF8 y que no se
une especificamente a BMP11 que comprende una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID N2 18, y en el que el anticuerpo, proteina de unién a antigeno o fragmentos de los mismos comprende
adicionalmente una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 17.

En una realizacion, la composiciéon farmacéutica de la invencién se usa para tratar un trastorno asociado con GDF8
seleccionado del grupo que consiste en un trastorno muscular, un trastorno neuromuscular, un trastorno éseo
degenerativo, un trastorno 6seo metabdlico o inducido, un trastorno del tejido adiposo, un trastorno del metabolismo
de la glucosa, y un trastorno relacionado con la insulina en un paciente mamifero. En otra realizacién, la
composicién farmacéutica de la invencion en la que el trastorno se asocia con GDF8 se selecciona del grupo que
consiste en distrofia muscular, ELA, atrofia muscular, atrofia organica, sindrome del tanel carpiano, fragilidad,
enfermedad pulmonar obstructiva congestiva, sarcopenia, caquexia, sindromes de desgaste muscular, obesidad,
diabetes de tipo 2, tolerancia a glucosa alterada, sindromes metabdlicos, insulinorresistencia, trastornos
nutricionales, disfunciéon gonadal prematura, supresion de andrégenos, hiperparatiroidismo secundario, osteoporosis,
osteopenia, artrosis, reduccion de masa ésea, déficit de vitamina D y anorexia nerviosa.

Otro aspecto de la invencion proporciona un procedimiento de tratamiento (que incluye mejora y/o prevencién) de un
trastorno asociado con GDF8 en un paciente mamifero que comprende administrar al paciente una cantidad
terapéuticamente eficaz de un antagonista especifico de GDF8 que tiene de poca a ninguna toxicidad. En otra
realizacién el procedimiento de la invencidn estipula que el antagonista de la invencién se seleccione del grupo que
consiste en un anticuerpo anti-GDF8, proteina de union a antigeno o fragmentos de los mismos que se une
especificamente a GDF8 y que no se une especificamente a BMP11.

En una realizacién de la invencién se proporciona un procedimiento de tratamiento en el que el antagonista de la
invencién es un anticuerpo anti-GDF8, proteina de unién antigeno o fragmentos de los mismos, que se une
especificamente a GDF8 y que no se une especificamente a BMP11 y comprende una cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoécidos de SEC ID N®: 16, y adicionalmente comprende una cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N2 14. En algunas realizaciones el procedimiento de tratamiento de la
invencion estipula que el antagonista de la invencion es un anticuerpo anti-GDF8, proteina de unién antigeno o
fragmentos de los mismos, que se une especificamente a GDF8 y no se une especificamente a BMP11 que
comprende una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N% 18 y en el que el
anticuerpo, proteina de unién a antigeno o fragmentos de los mismos, comprende adicionalmente una cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N2: 17.

En una realizacién de la invencioén, el procedimiento del tratamiento de la invencion estipula que el trastorno
asociado con GDF8 se selecciona del grupo que consiste en un trastorno muscular, un trastorno neuromuscular, un
trastorno éseo degenerativo, un trastorno éseo metabdlico o inducido, un trastorno del tejido adiposo, un trastorno
del metabolismo de la glucosa, y un trastorno relacionado con la insulina en un sujeto. En algunas realizaciones de
la invencién el procedimiento del tratamiento de la invencién estipula que el trastorno que se asocia con GDF8 se
selecciona del grupo que consiste en distrofia muscular, ELA, atrofia muscular, atrofia organica, sindrome del tdnel
carpiano, fragilidad, enfermedad pulmonar obstructiva congestiva, sarcopenia, caquexia, sindromes de desgaste
muscular, obesidad, diabetes de tipo 2, tolerancia a glucosa alterada, sindromes metabdlicos, insulinorresistencia,
trastornos nutricionales, disfuncién gonadal prematura, supresion de andrégenos, hiperparatiroidismo secundario,
osteoporosis, osteopenia, artrosis, reduccion de masa 6sea, déficit de vitamina D y anorexia nerviosa

Otro aspecto de la divulgacion proporciona un procedimiento de diagnéstico, prondstico o deteccion de si un sujeto
padece un trastorno asociado con GDF8 que comprende las etapas de: obtener una primera muestra del sujeto;
combinar una primera muestra con el antagonista de la invencion; detectar la presencia de GDF8 en la primera
muestra; cuantificar el nivel de GDF8 en la primera muestra; obtener una segunda muestra de un sujeto que no
padece trastorno asociado con GDF8, combinar la segunda muestra con el antagonista; detectar el nivel de GDF8
en la segunda muestra; cuantificar el nivel de GDF8 en la segunda muestra y comparar los niveles de GDF8 en la
primera y segunda muestra, en el que un aumento, disminucién o similitud en el nivel de GDF8 en la segunda
muestra en comparacién con la primera muestra indica si ha cambiado la gravedad del trastorno asociado con
GDFs8.
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Otro aspecto de la divulgacién proporciona un procedimiento para controlar la gravedad de un trastorno asociado
con GDF8 que comprende las etapas de: (i) obtener una primera muestra del sujeto; (ii) combinar una primera
muestra con el antagonista como en una cualquiera de las reivindicaciones 1-18; (iii) detectar la presencia de GDF8
en la primera muestra; (iv) cuantificar el nivel de GDF8 en la primera muestra; (v) obtener una segunda muestra de
un sujeto que no padezca el trastorno asociado con GDF8; (vi) combinar la segunda muestra con el antagonista; (vii)
detectar el nivel de GDF8 en la segunda muestra; (viii) cuantificar el nivel de GDF9 en la segunda muestra y (ix)
comparar los niveles de GDF8 en la primera y segunda muestra, en el que un aumento, disminucién o similitud en el
nivel de GDF8 en la primera muestra en comparacion con la segunda muestra indica si ha cambiado la gravedad del
trastorno asociado con GDFS8.

Otro aspecto de la divulgacion proporciona un procedimiento para pronosticar la probabilidad de que un sujeto
desarrolle un trastorno asociado con GDF8 que comprende las etapas de: (i) obtener una primera muestra del
sujeto; (ii) combinar una primera muestra con el antagonista como en una cualquiera de las reivindicaciones 1-16;
(iii) detectar la presencia de GDF8 en la primera muestra; (iv) cuantificar el nivel de GDF8 en la primera muestra; (v)
obtener una segunda muestra de un sujeto que no padezca el trastorno asociado con GDF8; (vi) combinar la
segunda muestra con el antagonista; (vii) detectar el nivel de GDF8 en la segunda muestra; (viii) cuantificar el nivel
de GDF9 en la segunda muestra y (ix) comparar los niveles de GDF8 en la primera y segunda muestra, en el que un
aumento, disminucién o similitud en el nivel de GDF8 en la segunda muestra en comparacién con la primera muestra
indica la probabilidad de que el sujeto desarrolle un trastorno asociado con GDF8.

Otro aspecto de la divulgacion proporciona un procedimiento para pronosticar la probabilidad de que un sujeto
desarrolle un trastorno asociado con GDF8 que comprende las etapas de: (i) obtener una primera muestra del
sujeto; (ii) combinar una primera muestra con el antagonista como en una cualquiera de las reivindicaciones 1-16;
(iii) detectar la presencia de GDF8 en la primera muestra; (iv) cuantificar el nivel de GDF8 en la primera muestra; (v)
obtener una segunda muestra de un sujeto que no padezca el trastorno asociado con GDF8; (vi) combinar la
segunda muestra con el antagonista; (vii) detectar el nivel de GDF8 en la segunda muestra; (viii) cuantificar el nivel
de GDF9 en la segunda muestra y (ix) comparar los niveles de GDF8 en la primera y segunda muestra, en el que un
aumento, disminucién o similitud en el nivel de GDF8 en la primera muestra en comparacion con la segunda muestra
indica la probabilidad de que el sujeto desarrolle un trastorno asociado con GDF8.

Otro aspecto de la divulgacion proporciona el uso de una composicion farmacéutica en la preparacion de un
medicamento para el tratamiento (que incluye mejora y/o prevencién) de un trastorno asociado con GDF8 en un
paciente mamifero en el que la composicion farmacéutica comprende un trasportador farmacéuticamente detectable
y al menos un antagonista de GDF8 seleccionado del grupo que consiste en un anticuerpo anti-GDF8, una proteina
de unién a antigeno o fragmento de los mismos, que se une especificamente a GDF8 y que no se une
especificamente a BMP11.

Otro aspecto de la divulgacién proporciona un kit para detectar la presencia de GDF8 en una muestra de un sujeto,
comprendiendo el kit un reactivo de captura que se une especificamente a GDF8 y un reactivo de detecciéon que se
une especificamente a GDF8 en el que la detecciéon de la unién especifica de GDF8 con los reactivos de captura y
de deteccién indican la presencia de GDF8 en la muestra. En algunas realizaciones, el kit comprende
adicionalmente un tampoén acido.

Otro aspecto de la divulgaciéon proporciona un kit para la cuantificacion de GDF8 en una muestra de un sujeto,
comprendiendo el kit un reactivo de captura que se une especificamente a GDF8 y un reactivo de deteccién que se
une especificamente a GDF8 en el que la deteccion de la union especifica de GDF8 con los reactivos de captura y
de deteccion permite la cuantificacion de GDF8 en la muestra. En algunas realizaciones, el kit comprende
adicionalmente un tampdn acido.

En otro aspecto la invencion proporciona un anticuerpo como se describe en este documento en el que el anticuerpo
es un anticuerpo anti-GDF8, proteina de unién a antigeno o fragmento de los mismos, que se une especificamente a
GDF8 pero que no se une especificamente a BMP11, en el que el anticuerpo o proteina de unién a antigeno se
selecciona del grupo que consiste en:un anticuerpo policlonal; un anticuerpo monoclonal; un anticuerpo
monoespecifico; un anticuerpo poliespecifico; un anticuerpo humanizado; un anticuerpo tetramérico; un anticuerpo
tetravalente, un anticuerpo multiespecifico; un anticuerpo monocatenario; un anticuerpo especifico de dominio; un
anticuerpo de un solo dominio; un anticuerpo con dominio delecionado; una proteina de fusién; una proteina de
fusion ScFc; un anticuerpo quimérico; un anticuerpo sintético; un anticuerpo recombinante; un anticuerpo hibrido; un
anticuerpo mutado; anticuerpos con CDR injertadas; un fragmento de anticuerpo que puede incluir un fragmento
Fab; un fragmento F(ab’)2; un fragmento Fab’; un fragmento Fv; un fragmento FV monocatenario (ScFv); un
fragmento Fd; un fragmento dAb; una proteina de unién a antigeno que puede incluir diacuerpos; un péptido CDRS;
un péptido FR3-CDR3-FR4 restringido; un nanocuerpo; un nanocuerpo bivalente; productos inmunofarmacéuticos
modulares pequefios (SMIP); un dominio IgNAR variable de tiburdn; y un minicuerpo. En algunas realizaciones el
antagonista de la invencién es un anticuerpo monoclonal. En algunas realizaciones el antagonista de la invencién es
un anticuerpo humanizado. En algunas realizaciones el anticuerpo es un anticuerpo anti-GDF8. En algunas
realizaciones el anticuerpo de la invencion es un anticuerpo anti-GDF8 o proteina de unién antigeno que comprende
una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID: N°: 16, y adicionalmente comprende una
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N2 14. En algunas realizaciones el
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anticuerpo de la invencién es un anticuerpo anti-GDF8 o proteina de unién antigeno que comprende una cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 18 y adicionalmente comprende una cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N¢: 17.

Breve descipcion de las secuencias

Las secuencias de ADN y de aminoacidos se exponen en el listado de secuencias y se enumeran en la Tabla 1.

TABLA 1

SEC ID N¢ DESCRIPCION
1 sec. de A.A. de GDF8 humano maduro
2 sec. de A.A. del precursor de GDFB humano
3 sec. de ADN peptidomimética (GE1)
4 sec. de A.A. peptidomimética (GE1)
5 sec. de ADN peptidomimética (GE2)
6 sec. de A.A. peptidomimética (GE2)
7 sec. de ADN peptidomimética (GE3)
8 sec. de A.A. peptidomimética (GE3)
9 sec. de ADN peptidomimética (GE4)
10 sec. de A.A. peptidomimética (GE4)
11 sec. de ADN peptidomimética (GE5)
12 sec. de A.A. peptidomimética (GE5)
13 sec. de ADN de RK22 VH de ratéon
14 sec. de A.A. de RK22 VH de ratén
15 sec. de ADN de RK22 VL de raton
16 sec. de A.A. de RK22 VL de ratéon
18 sec. de A.A. de RK22 VL humanizada
17 sec. de A.A. de RK22 VH humanizada
19 sec. de A.A. de CDR H1 (Kabat)
20 sec. de A.A. de CDR H2 (Kabat)
21 sec. de A.A. de CDR HS3 (Kabat)
22 sec. de A.A. de CDR L1 (Kabat)
23 sec. de A.A. de CDR L2 (Kabat)
24 sec. de A.A. de CDR L3 (Kabat)
25 sec. de A.A. de CDR H1 (AcM)
26 sec. de A.A. de CDR H2 (AcM)
27 sec. de A.A. de CDR H3 (AcM)
28 sec. de A.A. de CDR L1 (AcM)
29 sec. de A.A. de CDR L2 (AcM)
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(continuacién)
SEC ID N |DESCRIPCION

30 sec. de A.A. de CDR L3 (AcM)
31 sec. de ADN de RK35 VH
32 sec. de ADN de RK35 VL
33 sec. de ADN de MYO-029 VH

.34 sec. de ADN de MYO-029 VL

35 sec. de ADN de ActRIIB

36 sec. de A.A. de ActRIIB

Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras 1A y 1B demuestran la unién (O.D. 450 nm; eje y) de diversas concentraciones (ng/ml; eje x) de
sobrenadante de RK22 y RK35 (un anticuerpo de control que se une tanto a GDF8 como a BMP11) que expresa
hibridomas contra GDF8 o BMP11.

La Figura 2 muestra las constantes de velocidad cinética de la interaccion entre el anticuerpo RK22 y GDF8
determinada por la microplaca detectora SA del sistema BlAcore 2000.

La Figura 3 muestra la induccion de la actividad del gen indicador del promotor de TGF-B, pGL3 (CAGA)12,
medida por actividad luciferasa (LCFS; eje y) en células de rabdosarcoma A204 tratadas con 10 ng/ml de GDF8
en ausencia (10 mg/ml) o en presencia de diversas concentraciones (Ig M; eje x) de los anticuerpos RK22 y
RK35 y otros anticuerpos RK (A a E) que se unen a GDF8 y/o a BMP11.

La Figura 4 muestra el peso (g; eje y) del musculo gastrocnemio (Gastroc), cuadriceps (Cuad), y tibial anterior
(Tibialis anterior) diseccionado de ratones SCID después de cuatro semanas de tratamiento con vehiculo en
ausencia (vehiculo), o presencia de 1, 10 0 40 mg/kg/semana de RK22 o Myo-29.

La Figura 5 muestra la unién a ActRIIB (OD450; eje y) s6lo por GDF8 o GDF8 preincubado con diversas
concentraciones ([M]; eje x) de RK22, anticuerpo no especifico, otros anticuerpos RK (D y E), un anticuerpo de
control que bloguea la unién de GDF8 con ActRIIB (RK35), anticuerpo IgG de control o ActRIIB soluble.

La Figura 6 muestra las transferencias puntuales resultantes del mapeo epitdpico de 20 ng/ml de un anticuerpo
de control, anticuerpo RK22, incubado con 48 péptidos de 13 restos individuales y solapantes que representan
todo el péptido GDF8 maduro. Debajo de cada transferencia puntual se encuentra la secuencia de GDF8 con los
epitopos de GDF8 para los anticuerpos subrayados (como se indica en las transferencias puntuales respectivas).
La Figura 7 muestra el alineamiento del dominio de cadena pesada variable de RK22 (RK22_VH) con las
secuencias marco conservadas ( FW) de la linea germinal humana de DP-7 (DP-7_Ilgerm_VH) y DP-5 (DP-
5_lgerm_VH); los amino acidos del dominio de cadena pesada variable de RK22 murino que estan cambiados en
el dominio de cadena pesada variable de RK22 humanizado se indican con un asterisco y las CDR de RK22 se
indican en recuadro y subrayadas.

La Figura 8 muestra el alineamiento del dominio de cadena ligera variable de RK22 con la secuencia marco
conservada de la linea germinal humana de VL de DPK 24; los aminoacidos del dominio de cadena ligera
variable de RK22 murino que estan cambiados en el dominio de cadena ligera variable de RK22 humanizado se
indican con un asterisco y las CDR de RK22 se indican en recuadro y subrayadas.

La Figura 9A muestra una comparacién de formatos de inmunoensayo: RK35, como reactivo de captura y RK22
biotinilado como reactivo de deteccion. La Figura 9B muestra a RK22 como anticuerpo de captura con RK35
biotinilado como anticuerpo de deteccion.

La Figura 10 demuestra que el ensayo ELISA previamente descrito muestra un fondo, y que este fondo es
probablemente un efecto del anticuerpo anti-ratén humano (HAMA). El fondo del ensayo se debié a la reactividad
cruzada con suero con el anticuerpo monoclonal RK22 que se usdé como anticuerpo de captura en el ELISA.
Cuando se usa RK35 como anticuerpo de captura (datos no mostrados), se observa el mismo efecto.

La Figura 11 muestra los resultados de un ELISA GDF-8 en el que la placa se revistié con el anticuerpo RK35 y
el fondo del ELISA se redujo usando el reactivo RIl (Reactivo de Inhibicion de Immunoglobulina-Bioreclamation,
NY) disponible en el comercio. Los resultados usando Rll se comparan favorablemente con el fondo solo con
tampén.

La Figura 12 muestra que el anticuerpo RK35 no se une a GDF-8 en presencia de MYO-029. Las placas de
ensayo HBX se revistieron con el anticuerpo MYO-029 y se anadié GDF-8 a 1200 pg/ml con concentraciones
crecientes de anticuerpos de deteccion biotinilados (RK22 o RK35). Con el anticuerpo RK35 biotinilado no se
produjo sefal. Los resultados indican reactividad cruzada entre RK35 y MYO-029 para la unién con GDF-8.

Las Figuras 13A y 13B muestran que MYO-029 pueden usarse como un inhibidor de GDF-8 en un ensayo
ELISA. Se ensayaron concentraciones crecientes de MYO-029 con una concentracion constante de GDF-8 (250
pg/ml) afiadida en el tampdén de ensayo o en el suero humano al 10 % para GDF-8 mediante ELISA. La Figura
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13A muestra que hay una inhibiciéon de sefial de aproximadamente del 30 % cuando se usa RK22 como
anticuerpo de captura. La Figura 13B muestra que la inhibicién es casi del 100 % (de 5 a 20 mg/ml de MYO-029)
cuando se utiliz6 RK35 como anticuerpo de captura. También se muestra la reduccién en la sefal de fondo
(suero) mediante el uso de 2IR (conocido también como "RII"). La sefal total se muestra en ambas graficas y no
se ha convertido a porcentaje de inhibicién.

Las Figuras 14A y 14B muestran el resultado de un "experimento de recuperacion de adicién", en el que se
afadio GDF-8 a suero al 100 % en tres muestras de suero distintas (Suero n1, n2, y n3). Cada muestra se
analizé con MYO-029 +/- 20 pg/ml. La adicion de MYO-029 20 ug/ml bloquea la sefal del ensayo en todas las
concentraciones de GDF-8 ensayadas (Figura 13A). La Figura 13B muestra los resultados de un ensayo de
recuperacion de adicion en el que se anadié suero pero no MYO-029. Los resultados muestran un aumento lineal
en la sefal con la adicién de GDF-8.

La Figura 15 muestra una comparacion de curvas patrén generadas en suero de raton normal, raton knockout
(KO) y de ser humano. La pendiente de la curva s6lo con tampon THST es mucho més pronunciada que las
generadas en suero y no pueden utilizarse para cuantificar valores en suero.

La Figura 16 demuestra valores observados frente a esperados de GDF8 generados en tampén THST.

La Figura 17 presenta los resultados de un experimento en el que éste muestra que el MYO-029 puede
inactivarse/disociarse de GDF-8 cuando se calienta a aproximadamente 80 °C. Se afadieron a las muestras de
suero GDF-8 o GDF-8 latente +/- 5 ug/ml de MYO-029 y se calentaron a 80 °C. Los resultados muestran que el
calentamiento de las muestras de MYO-029 restablece la capacidad de detectar GDF-8, lo que indica que MYO-
029 se disocia de GDF-8 y se activa después de un calentamiento a 80 °C. Los resultados también muestran que
cuando MYO-029 se afiade de nuevo a la muestra calentada, la sefal de GDF-8 se reduce de nuevo una vez
mas. También muestra un aumento de la sefial de GDF-8 enddgeno después del calentamiento que es incluso
mas pronunciado en muestras a las que se afiade GDF-8 latente en comparacién con muestras con GDF-8
maduro.

La Figura 18 muestra los resultados de un ensayo ELISA de GDF-8 antes y después del empobrecimiento de
GDF-8 del suero humano. Se analiz6 suero humano normal +/- 20 pg/ml de MYO-029 para GDF-8 a temperatura
ambiente ("TA"), y después de calentar a 80 °C. Estos valores se compararon con las mismas muestras que se
empobrecieron primero de GDF-8 por precalentamiento a 65 °C durante 10 minutos, y se hicieron pasar tres
veces sobre una columna de afinidad MYO-029 de 1 mg. Los resultados indican que el empobrecimiento de
GDF-8 del suero humano es eficaz para reducir el nivel de fondo de GDF-8 en este ELISA. Los resultados
también muestran que el calentamiento del suero empobrecido no muestra el aumento original de sefial que se
observa con el suero normal después del calentamiento. Este suero calentado/empobrecido (C/E) en GDF-8
puede usarse para la generacién de curvas patrén GDF-8.

La Figura 19 muestra una grafica de curvas patrén que se generaron en suero calentado, empobrecido en GDF-
8, y al que después se le afadieron concentraciones crecientes de GDF-8 maduro o GDF-8 latente. Las curvas
patron se ensayaron a temperatura ambiente (TA) o con calentamiento a 80 °C. Las muestras de suero a las
cuales se afadi6 GDF-8 latente muestran un gran aumento de sefal después del calentamiento que no se
observo en muestras a las que se habia afadido GDF-8 maduro.

La Figura 20 muestra el andlisis del recorrido de dos curvas patron en diferentes placas durante dos dias
sucesivos. Se utilizé suero calentado/empobrecido en GDF-8 con concentraciones conocidas de GDF-8 para
generar las curvas patron. Los valores de DO de cada curva se representan frente a la concentracién de GDF-8
maduro. El ajuste de la curva por regresion no lineal es una correlacién mas precisa para los valores de GDF-8
generados en suero calentado/empobrecido en GDF-8. El ajuste de la curva tuvo un coeficiente de correlacién
mejor y tuvo un mayor intervalo de precision que las curvas de regresion lineal. Se utiliz6 el programa informatico
de Prism Graph para calcular la concentracion de GDF-8 a partir de los valores de DO generados en el ensayo
ELISA GDF-8.

La Figura 21 muestra los resultados de un ensayo para medir el GDF-8 libre y total en nueve muestras de suero
normal. Los resultados se representan como MYO-029 +/-. Los valores se dan en pg/ml de GDF-8 y
corresponden al nivel endégeno de GDF-8 en suero al 100 %.

La Figura 22 muestra los resultados de un ensayo para medir el GDF-8 libre y total en ocho muestras de suero
normal. La gréafica representa dos experimentos distintos realizados en dos dias distintos. El segundo dia del
experimento, el GDF-8 total se analiz6 calentando las muestras durante diez minutos (en comparacién con el
calentamiento de cinco minutos realizado el primer dia del experimento). Los valores variaron de 227 a 1241
pg/ml para el GDF-8 libre y de 514 a 4329 pg/ml para el GDF-8 total.

La figura 23 muestra los resultados de un ensayo para medir el GDF-8 mediante ELISA después de
desnaturalizacion con calentamiento. Se incubaron alicuotas de suero humano a temperatura ambiente durante
una hora +/-10 ug/ml de MYO-029. Después, las muestras se desnaturalizaron con calor en un termociclador de
gradiente a diversas temperaturas antes del analisis ELISA. La cuantificacion de los niveles de GDF-8 en las
muestras de ensayo se realizé por interpolacion de los resultados de ensayo de una curva patrén que consiste
una serie de diluciones de dimero de GDF-8 recombinante purificado de concentracion conocida anadido al
suero humano agrupado empobrecido en GDF-8 por cromatografia de afinidad. La deteccion maxima de GDF-8
en ausencia de MYO-029 se produce a aproximadamente 60 °C. La presencia de MYO-029 oculta la deteccién
de GDF-8 en suero a baja temperatura, pero a temperaturas mayores de 65 °C, la deteccion de GDF-8 se
restablece parcialmente.

Las Figuras 24A y 24B muestran que el GDF-8 puede detectarse en presencia de MYO-029 a pH bajo. En la
Figura 24A, el dimero de GDF-8 diluido en tamp6n THST +/- 10 pg/ml de MYO-029 se diluy6 cinco veces en
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tampdn de ensayo a pH neutro (THST), acetato de sodio 200 mM pH 5,0 (NaOAc), tampén de fosfato-citrato 200
mM pH 3 o 7 (POA4Cit), o glicina-HCI 200mM 2,5 (Gli). Después, las muestras se diluyeron a 1: 1 en pocillos
ELISA (revestidos con anticuerpo RK35) que contenian tampén THST o Tris no tamponado. La diluciéon de GDF-
8 con soluciones de diferente pH y capacidades tamponantes y la posterior dilucion en THST o Tris no
tamponado permitieron medir la eficacia de la etapa de captura del analito a un intervalo de pH de
aproximadamente 3 a 8. En las condiciones del ensayo que se aproximan a un pH neutro, MYO-029 redujo la
deteccion de GDF-8 (THST/THST). ElI GDF-8 acidificado con glicina-HCI y posteriormente diluido en tampén
THST se mantuvo a un pH lo suficientemente bajo como para impedir la unién a MYO-029 y permiti6 la deteccion
completa de GDF-8 en presencia o en ausencia de MYO-029 (Gli / THST). Sin embargo, la dilucién de GDF-8
acidificado con glicina en Tris no tamponado dio como resultado condiciones de captura del analito a un pH
mayor de 7 y redujo la deteccion de GDF-8 en presencia de MYO-029 (Gli / Tris no tamponado). La Figura 24B
muestra un esquema del ensayo ELISA a pH3 (panel de la izquierda) y a pH7 (panel de la derecha).

La Figura 25 proporciona los resultados de un experimento que muestra que el anticuerpo RK35 murino se une a
GDF-8 en condiciones acidas, mientras que MyO-029 no lo hace. Se preincub6é suero humano +/- diversas
concentraciones de RK35 o MYO-029, y se diluy6 cinco veces con tampén THST (pH neutro) o Glicina-HCI (pH
acido). Después se anadié el suero a pocillos ELISA que contenia RK35 unido a la placa y tampéon THST o
Glicina-HCI. En ausencia de RK35 o MYO-029, se detectdé mas GDF-8 enddgeno en condiciones acidas que en
condiciones neutras debido al complejo de disociacion y a la liberacion de proteinas de GDF-8 libre (véanse las
dos primeras barras). Las uUltimas seis barras representan datos obtenidos a pH acido. Cantidades crecientes de
RK35 en solucién pudieron unirse y competir por la union a GDF-8 con RK35 unido a la placa, dando como
resultado una deteccién disminuida de GDF-8 en condiciones acidas. MYO-029 no pudo unirse a GDF-8 en
solucién a un pH préximo a 3, dejando el GDF-8 en solucion disponible para unirse al anticuerpo RK35 revestido
sobre la placa ELISA.

La Figura 26 muestra que el aumento de la concentracion de MYO-029 a 10 ug/ml no disminuye la deteccion de
GDF-8 usando el protocolo ELISA de disociacion con acido. Se ensay6 suero humano +/- 10, 40, o 100 pg/ml de
MYO-029 después de la disociacion con calor o con acido. La concentracion de GDF-8 se calculé por
interpolacién de una curva patrén del dimero maduro GDF-8 recombinante afiadido a suero humano agrupado
empobrecido en GDF-8. En ausencia de MYO-029, se determind que la concentracion de GDF-8 en suero era de
-1 ng/ml cuando la captura del analito se realizé a un pH casi neutro (SH). La deteccién de GDF-8 después de la
liberacién de proteinas de unién en suero mediante disociacion con calor fue de -3 ng/ml en ausencia de MYO-
029 (SH + MYO, 63 °C; sin Ac). En presencia de MYO-029, incluso a la concentracion méas baja ensayada, la
disociacion con calor no permitid el mismo nivel de deteccién como en ausencia de MYO-029 (SH + MYO, 73
°C). El tratamiento con é&cido de las muestras de suero detecto cantidades muy similares de GDF-8
independientemente de la cantidad de MYO-029 presente (SH + MYO, Acido).

La Figura 27 demuestra que las condiciones &cidas durante la captura del analito no reducen la especificidad del
ensayo. La acidificacion de suero da como resultado una deteccion de senal mas elevada (barras blancas frente
a barras negras) en todos los animales de tipo silvestre (TS) ensayados, mono cinomolgo (NHP-31), ratén (Mm
TS), y vaca lechera (vaca TS). Suero medido a pH neutro o &cido de un raton GDF-8 knockout (Mm KO)
modificado por ingenieria genética o el de la vaca Azul Belga GDF-8 KO de origen natural (vaca KO) no produjo
ninguna sefal sobre el fondo de la placa.

Las Figuras 28A-C contrastan tres procedimientos diferentes de ajuste de curvas de calibracion de cinco placas
ELISA GDF-8 en cuanto a sus errores relativos de las concentraciones retrocalculadas para patrones de
calibracion. Se representan los resultados de cinco placas ELISA GDF-8. El error relativo se define como (B-
N)/Nx100, donde B es la concentracion retrocalculada para un patréon utilizando la curva de calibracion, y N es la
concentracién nominal del patrdén. Los tres procedimientos de ajuste de curva fueron: 1) Figura 36A- modelo
logistico de 4 parametros sobre densidad éptica por minimos cuadrados (MC); 2) Figura 36B- modelo logistico de
4 parametros sobre la raiz cuadrada de la densidad optica por MC; y 3) Figura 36C- modelo logistico de 5
parametros sobre la raiz cuadrada de la densidad éptica por MC. Las lineas de referencia estan entre -20 y 20.
Figura 29A. Niveles de miostatina en suero en animales normales y sin miostatina. El suero de ganado azul
belga, ganado normal (vaca TS), ratones sin miostatina (ratones mstn KO) y camadas de tipo silvestre (ratéon TS)
se midié en condiciones disociativas, acidas (pH2,5), y los valores se extrapolaron a partir de una curva patrén
de miostatina humana recombinante en una matriz de suero deficiente en miostatina. Las barras representan la
media en +/- DT de muestras repetidas (n=3). Las concentraciones de miostatina en animales sin miostatina se
encontraban por debajo de la concentracion de la muestra de calibrador més baja (147 pg/ml).

Figura 29B y 29C. Niveles de miostatina en suero de mono cinomolgo medidos en el ELISA de miostatina en
condiciones no disociativas (pH 8,0, panel B) o disociativas (pH 2,5, panel C) después de la adicion de
concentraciones crecientes de anticuerpo anti-miostatina MYO-029 o receptor de miostatina soluble ActRIIB-Fc.
Las barras representan la media +/- DT de muestras repetidas (n=3). La linea discontinua indica el CII
(Cuadrante Inferior Izquierdo).

Figura 30A. Gréaficas de cajas y bigotes de niveles de miostatina en suero (media, DT, mediana y valores de
primer y tercer cuartil) en hombres jovenes y de edad avanzada. La linea horizontal en la caja representa la
media, los limites inferior y superior de la caja representan el primer y tercer cuartil, y las barras verticales
representan las DT. *, P=0,03. Figura 30B. Grafica de regresion que muestra la correlacién de niveles de
miostatina basales con masa corporal magra en hombres jévenes. Figura 30C. Grafica de regresion que muestra
la correlacién de niveles de miostatina basales con masa corporal magra en hombres de edad avanzada.

Figura 31. Cambios en los niveles de miostatina en hombres jovenes en respuesta a la administraciéon de dosis
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graduadas de testosterona (el diagrama de barras muestra la media +/- DTM de niveles al inicio, y los dias 56 y
140. La Figura 31A muestra los niveles de miostatina al inicio, el dia de tratamiento 56 y 140 en hombres jovenes
(panel de la izquierda) y de edad avanzada (panel de la derecha). Los datos son la media +/-DTM. *, el valor de
P es en comparacién a niveles basales. Los niveles de miostatina el dia 140 no fueron significativamente
diferentes de los niveles iniciales. La Figura 31B muestra el cambio en porcentaje desde el inicio en niveles de
miostatina en suero desde el inicio hasta el dia 56 en hombres jovenes y de edad avanzada. *, P =0,03.

Figura 32. Graficas de regresidon que muestran la correlacién del cambio en los niveles de miostatina desde el
inicio hasta el dia 56 y cambios en las concentraciones de testosterona total y libre y de masa corporal magra en
hombres jovenes y de edad avanzada. La Figura 32A muestra la grafica de regresioén lineal del porcentaje de
cambio en los niveles de miostatina desde el inicio hasta el dia 56 y el porcentaje de cambio en las
concentraciones de testosterona total en suero en hombres jovenes. La Figura 32B muestra la grafica de
regresion lineal del porcentaje de cambio en los niveles de miostatina desde el inicio hasta el dia 56 y el
porcentaje de cambio en las concentraciones de testosterona total en suero en hombres de edad avanzada. La
Figura 32C muestra la regresion lineal del porcentaje de cambio en los niveles de miostatina desde el inicio hasta
el dia 56 y el porcentaje de cambio de las concentraciones de testosterona libre en suero en hombres jovenes.
La Figura 32D muestra la regresion lineal del porcentaje de cambio en los niveles de miostatina desde el inicio
hasta el dia 56 y el porcentaje de cambio en las concentraciones de testosterona libre en suero en hombres de
edad avanzada. La Figura 32E muestra la regresion lineal del porcentaje de cambio de en los niveles de
miostatina desde el inicio hasta el dia 56 y el porcentaje de cambio en masa corporal magra desde el inicio hasta
el dia 140 en hombres jévenes. La Figura 32F muestra la regresion lineal del porcentaje de cambio en los niveles
de miostatina desde el inicio hasta el dia 56 y el porcentaje de cambio en la masa corporal magra en suero
desde el inicio hasta el dia 140 en hombres de avanzada edad

Figura 33. Gréficas de cajas y bigotes de niveles de miostatina (media, DT, mediana y valores del primer y tercer
cuartil) en mujeres jovenes con menstruaciéon, en mujeres con menopausia quirdrgica y en mujeres de edad
avanzada. La linea horizontal en la caja representa la media, los limites superior e inferior de la caja representan
el primer y tercer cuartil y las barras verticales representan las DT. En los tres grupos los niveles de miostatina no
fueron estadisticamente significativos.

Descripcion detallada de la invencién

Definiciones

Como se usa en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular “un”, “uno”, “una”,
“el” y “la” incluyen referencias en plural salvo que el contexto dictamine claramente otra cosa.

El término "anticuerpo”, como se usa en este documento, se refiere a una inmunoglobulina o a un fragmento de la
misma, e incluye, sin limitacién: un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo monoespecifico,
un anticuerpo poliespecifico, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo tetramérico, un anticuerpo tetravalente, un
anticuerpo multiespecifico, un anticuerpo monocatenario, un anticuerpo especifico de dominio, un anticuerpo de un
solo dominio, un anticuerpo con dominio delecionado, una proteina de fusién, una proteina de fusiéon ScFv, un
anticuerpo quimérico, un anticuerpo sintético, un anticuerpo recombinante, un anticuerpo hibrido, un anticuerpo
mutado, anticuerpos con CDR injertadas, y fragmentos de anticuerpo que incluyen: un fragmento Fab, F(ab’)2, Fab’,
un fragmento Fv, un fragmento Fv monocatenario (ScFv), un fragmento Fd, y un fragmento dAb o cualquier
homologo quimica o genéticamente manipulado de los anteriores que conservan la funcién de unién a antigeno.

La invencién también proporciona proteinas de unidén a antigeno, que son distintas de los anticuerpos tal y como se
describe en este documento, que incluyen diacuerpos, un péptido CDRS3, un péptido FR3-CDR3-FR4 restringido, un
nanocuerpo (solicitud de patente de Estados Unidos 2008/0107601), un nanocuerpo bivalente, productos
inmunofarmacéuticos modulares pequefios (SMIP), un dominio IgNAR variable de tibur6on (documento WO
03/014161), un minicuerpo y cualquier fragmento u homélogo quimica o genéticamente manipulado que conserva la
funcién de unién a antigeno. Tipicamente, dichos fragmentos comprenderian un dominio de unién a antigeno. Como
reconoceran los expertos en la técnica, cualquiera de dichas moléculas, por ejemplo, un anticuerpo "humanizado" o
proteina de unién a antigeno, puede disefiarse genéticamente (por ejemplo, “realizando modificaciones en la linea
germinal" (germlined)) para disminuir su inmunogenicidad, aumentar su afinidad, alterar su especificidad, o para
otras finalidades.

Los anticuerpos de la invencién pueden crearse, por ejemplo, mediante técnicas tradicionales de hibridoma (Kohler y
col., Nature 256:495-499 (1975)), procedimientos de ADN recombinante (patente de Estados Unidos No.
4.816.567), o técnicas de presentacion de fagos utilizando bibliotecas de anticuerpos (Clackson y col., Nature
352: 624-628 (1991); Marks y col., J. Mol. Biol. 222: 581-597 (1991)). Para diversas otras técnicas de produccion de
anticuerpos, véase: A Laboratory Manual, eds. Harlow y col., Cold Spring Harbor Laboratory, 1988. El término
"antigeno” se refiere a un compuesto, composicion, o sustancia inmunogénica que, en un animal, puede estimular la
produccion de anticuerpos o una respuesta a linfocitos T, o0 ambas cosas, incluyendo composiciones que se inyectan
al animal o que este las absorbe. La respuesta inmunitaria puede generarse en toda la molécula, o en una parte de
la molécula (por ejemplo, un epitopo o hapteno). El término puede usarse para referirse a una macromolécula
individual o a una poblacién homogénea o heterogénea de macromoléculas antigénicas. Un antigeno reacciona con
los productos de inmunidad humoral y/o celular especifica. El término "antigeno" incluye generalmente restos que
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incluyen proteinas, polipéptidos, fragmentos de proteinas antigénicas, acidos nucleicos, oligosacaridos,
polisacaridos, composiciones o productos quimicos organicos o inorganicos, y similares El término "antigeno” incluye
todos los epitopos antigénicos relacionados. Los epitopos de un antigeno determinado pueden identificarse usando
cualquier cantidad de técnicas de mapeo epitopico, bien conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, Epitope
Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66 (Glenn E. Morris, Ed., 1996) Humana Press, Totowa, N.
J. Por ejemplo, pueden determinarse epitopos lineales, por ejemplo, sintetizando simultdneamente grandes
cantidades de péptidos en soportes solidos, correspondiendo los péptidos a partes de la molécula de la proteina y
haciendo reaccionar los péptidos con anticuerpos al mismo tiempo que los péptidos permanecen aun unidos a los
soportes. Dichas técnicas son conocidas en la materia y se describen, por ejemplo en la patente de Estados Unidos
No. 4.708.871; Geysen y col. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3998-4002; Geysen y col. (1986) Molec.
Immunol. 23: 709-715. De manera similar, los epitopos conformacionales se identifican faciimente determinando la
conformacion espacial de aminoacidos tales como, por ejemplo, mediante cristalografia de rayos x y resonancia
magnética nuclear bidimensional. Véase, por ejemplo, Epitope Mapping Protocols, citado anteriormente.
Adicionalmente, para los fines de la presente invencion, un "antigeno" también puede incluir modificaciones, tales
como, deleciones, adiciones y sustituciones (generalmente conservativas de naturaleza, pero también pueden ser no
conservativas), en la secuencia nativa, siempre que la proteina conserve la capacidad de suscitar una respuesta
inmunolégica. Estas modificaciones pueden ser intencionadas, como a través de mutagénesis dirigida, o a través de
procedimientos sintéticos particulares, o a través de una estrategia de modificacion por ingenieria genética, o puede
ser accidental, tal como a través de mutaciones de hospedadores, que producen los antigenos. Adicionalmente, el
antigeno puede proceder u obtenerse de cualquier virus, bacteria, parasito, protozoo u hongo y puede ser un
organismo completo. De manera similar, en la definicion también se incluye un oligonucleétido o polinucleétido, que
expresa un antigeno, tal como en aplicaciones de inmunizacién con acidos nucleicos. También se incluyen
antigenos sintéticos, por ejemplo, poliepitopos, epitopos flanqueantes y otros antigenos producidos de manera
sintética o recombinante (Bergmann y col. (1993) Eur. J. Immunol. 23: 2777 2781; Bergmann y col. (1996) J.
Immunol. 157: 3242 3249; Suhrbier, A. (1997) Immunol. and Cell Biol. 75: 402 408; Gardner y col. (1998) 122 World
AIDS Conference, Ginebra, Suiza, 28 de junio, 3 de julio de 1998).

Las expresiones "dominio de unién a antigeno", "fragmentos activos de un antigeno" o proteina de unién a antigeno,
o similares, se refieren a la parte de un anticuerpo o molécula de proteina de unién a antigeno, que comprende el
area que se une especificamente a o que es complementaria a una parte o a todo un antigeno. Cuando un antigeno
es grande, un anticuerpo puede unirse solamente a una parte particular del antigeno. El "epitopo" "fragmentos
activos de un epitopo", o "determinante antigénico" o similar es una parte de una molécula antigénica que se
encarga de realizar las interacciones especificas con el dominio de uniéon a antigeno de un anticuerpo. Puede
proporcionarse un dominio de unién a antigeno mediante uno o mas dominios variables de anticuerpo (por ejemplo,
un fragmento de anticuerpo denominado Fd consta de un dominio VH). Un dominio de unién a antigeno puede
comprender un dominio variable de cadena ligera (VL) de un anticuerpo y un dominio variable de cadena pesada
(VH) de un anticuerpo (patente de Estados Unidos No. 5.565.332).

Una "muestra" es un material biolégico extraido de células, tejidos, érganos, u organismos, por ejemplo, para
detectar un analito. Como ejemplos de muestras bioldgicas se incluyen, suero, sangre, plasma, muestras de biopsia,
muestras de tejido, suspension celular, saliva, liquido oral, liquido cefalorraquideo, liquido amnidtico, leche, calostro,
secrecion de glandula mamaria, linfa, orina, sudor, liquido lagrimal, liquido gastrico, liquido sinovial y mucosidad, y
otras muestras y especimenes clinicos.

La expresion "reactivo de captura" se refiere a un reactivo, por ejemplo, un anticuerpo o proteina de uniéon a
antigeno, que puede unirse a una molécula diana o analito a detectar en una muestra bioldgica. Tipicamente, el
reactivo de captura se inmoviliza, por ejemplo, en un ensayo en superficie, por ejemplo, un sustrato solido o un
recipiente de reaccién. Un "reactivo de captura de GDF-8" se une especificamente a GDF-8.

Un "reactivo de deteccién" es un reactivo, por ejemplo, un anticuerpo o proteina de unién a antigeno, que se usa en
los inmunoensayos de la presente invencidén para unir especificamente a una proteina diana, por ejemplo, GDF-8.
Un reactivo de deteccion puede comprender opcionalmente un marcador detectable. Tipicamente, un reactivo de
deteccidn reconoce y se une a la proteina diana en un sitio de unién o epitopo distinto al del reactivo de captura. El
reactivo de deteccién puede estar acoplado con un marcador detectable. Un "reactivo de deteccién de GDF-8" se
une especificamente a GDF-8.

La expresién "region determinante de la complementariedad" o "CDR" se refiere a las regiones hipervariables de un
anticuerpo o molécula de proteina de unién a antigeno, que constan de tres bucles de la cadena pesada y tres de la
cadena ligera que entre si forman el dominio de unién a antigeno.

El término "detectar" se usa en el sentido mas amplio para incluir mediciones tanto cualitativas como cuantitativas de
un analito diana, en el presente documento mediciones de una molécula diana especifica, tal como GDF-8 o BMP-
11. Los procedimientos de ensayo descritos en este documento pueden usarse para identificar la presencia de GDF-
8 o0 BMP-11 en una muestra bioldgica, o pueden usarse para cuantificar una cantidad de GDF-8 o BMP-11 en una
muestra.
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En los procedimientos de la presente invenciéon puede usarse un "agente de deteccion" o "reactivo de deteccion”
para detectar la sefal generada a partir de un anticuerpo de deteccion o proteina de unién antigeno que comprende
un marcador indirecto. Un agente o reactivo de deteccion es una proteina o una molécula pequefia que permite la
deteccion de un agente modulador de GDF-8 o un complejo. En una realizacion preferida, el agente de deteccion se
une especificamente a un agente modulador de GDF-8. Un agente de deteccion puede comprender opcionalmente
un marcador detectable. Un agente de deteccion también puede detectarse por si mismo por una sustancia que
comprenda un marcador detectable. En los procedimientos para detectar otros agentes moduladores de GDF-8, por
ejemplo, también pueden usarse agentes moduladores de GDF-8 detectados por los procedimientos proporcionados
en el presente documento.

Un "trastorno asociado con la actividad de GDF8", "trastorno asociado con GDF8", o similar se refiere a un trastorno
que puede estar producido, en su totalidad o en parte, por una alteraciéon de la regulacién de GDFB, (por ejemplo,
expresion y/o actividad de GDFB anormalmente aumentada o disminuida) y/o un trastorno que puede tratarse,
mejorarse, prevenirse, pronosticarse y/o controlarse, regulando y/o controlando la proteina y/o actividad de GDFB.
Los trastornos asociados con GDF8 incluyen trastornos musculares, trastornos neuromusculares, trastornos 6seos
degenerativos, trastornos éseos metabdlicos o inducidos, trastornos del tejido adiposo, trastornos del metabolismo
de la glucosa o trastornos relacionados con la insulina.

La expresion "dosis eficaz", "dosis terapéuticamente eficaz" o "cantidad eficaz" se refiere a una dosificacién o nivel
que es suficiente para mejorar los sintomas clinicos de, o lograr un resultado biolégico deseado (por ejemplo,
aumento de masa muscular, fuerza muscular y/o densidad dsea) en individuos, incluyendo individuos que tienen un
trastorno asociado con GDF-8. Dicha cantidad seria suficiente para reducir la actividad de GDF-8 asociada, por
ejemplo, con regulacion negativa de la masa musculo esquelética y densidad 6sea. Los resultados terapéuticos y
sintomas clinicos pueden incluir aumento de masa muscular, indicadores cardiovasculares mejorados o regulacién
del metabolismo de la glucosa mejorado. Por ejemplo, un inhibidor de GDF-8 puede aumentar la masa muscular, la
fuerza muscular, modular los niveles de enzimas especificas de musculo y/o estimular la proliferacion de mioblastos.
En una realizacion preferida, un inhibidor de GDF-8 reduce manifestaciones clinicas de un trastorno asociado con
GDF-8. Un agente modulador de GDF-8 puede modular la diferenciacién de preadipocitos en adipocitos, disminuir la
acumulacion de grasa, disminuir los niveles de triglicéridos en suero, disminuir los niveles de colesterol en suero,
modular el metabolismo de la glucosa, modular la densidad 6sea y reducir la hiperglucemia. También puede
administrarse un inhibidor de GDF-8 a un individuo para aumentar la masa muscular, para aumentar o acelerar el
crecimiento, incluyendo el crecimiento muscular. Una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de GDF-8 se
refiere a una cantidad que es eficaz, después de la administracién de una sola dosis o de dosis multiples a un
individuo en el tratamiento, prevencion, curacion, retraso, reduccién de la gravedad de, o mejora de al menos un
sintoma de un trastorno o trastorno recurrente, o prolongar la supervivencia del sujeto mas alla de lo esperado en
ausencia de dicho tratamiento.

Un individuo con un trastorno asociado con GDF-8, un individuo que estéd en riesgo de desarrollar un trastorno
asociado con GDF-8, un individuo que se somete a terapia con un agente modulador de GDF-8 y un individuo que
es candidato para la administracion de un agente modulador de GDF-8, puede ser un candidato para los
procedimientos proporcionados en el presente documento. Los procedimientos de la invencion pueden detectar o
prevenir una respuesta inmunitaria perjudicial y/o evaluar la eficacia, la estabilidad biolégica o la idoneidad de uso de
un agente modulador de GDF-8.

Un individuo que tiene, o que esta en riesgo de desarrollar, un trastorno asociado con GDF-8, tal como un trastorno
relacionado con la musculatura o un trastorno neuromuscular, es un candidato para los procedimientos
proporcionados en el presente documento. La inhibicién de una actividad de GDF-8 aumenta el tejido muscular en
individuos, incluyendo aquéllos que padecen trastornos relacionados con la musculatura. Diversos trastornos estan
asociados con tejido muscular o nervioso funcionalmente dafado, por ejemplo, pero sin limitacion, distrofias
musculares, esclerosis lateral amiotrofica (ELA), sarcopenia, caquexia, desgaste muscular, atrofia muscular o
fragilidad. Las distrofias musculares incluyen, por ejemplo, distrofias seudohipertréficas, facioescapulohumerales y
de cintura. Como ejemplos de distrofias musculares se incluyen distrofia muscular de Duchenne (Leyden-Mobius),
distrofia muscular de Becker, distrofia muscular de Emery Dreifuss, distrofia muscular de cintura, sindrome de espina
rigida, sindrome de Ullrich, distrofia muscular de Fukuyama, sindrome de Walker Warberg, enfermedad musculo-
Oculo-cerebral, distrofia muscular facioescapulohumeral (Landouzy-Dejerine), distrofia muscular congénita, distrofia
miotdnica (enfermedad de Steinart) y otras miotonias y enfermedad de Gower.

Un trastorno muscular asociado con GDF-8 también incluye un trastorno seleccionado de degeneracién muscular
asociada con enfermedad cardiovascular, o secundario a otra enfermedad o afeccion tal como atrofia orgénica,
disfunciéon orgénica, céancer, sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), reposo en cama, inmovilizacion,
ausencia prolongada de uso, o en el término también se incluye otra enfermedad o afeccién.

También puede ser un candidato un individuo que tenga o que esté en riesgo de desarrollar trastornos del tejido
adiposo, por ejemplo, obesidad, trastornos cardiovasculares (cuando se asocian con pérdida o desgaste muscular) y
trastornos del metabolismo de insulina. De manera similar, individuos que tengan, o que estén en riesgo de
desarrollar, un trastorno asociado con una pérdida de hueso, incluyendo osteoporosis, especialmente en mujeres de
edad avanzada y/o postmenopausicas, osteoporosis inducida por glucocorticoides, osteopenia, artrosis, y fracturas
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relacionadas con osteoporosis, son candidatos para los procedimientos de tratamiento proporcionados en el
presente documento. Otras afecciones asociadas con GDF-8 incluyen enfermedades y trastornos 6seos metabdlicos
caracterizados por disminucion de masa Osea, tales como los debidos a terapia crénica con glucocorticoides,
disfuncion gonadal prematura, supresion de androgenos, déficit de vitamina D, hiperparatiroidismo secundario,
déficits nutricionales y anorexia nerviosa.

Como ejemplos de trastornos cardiovasculares se incluyen enfermedad de arteria coronaria (aterosclerosis), angina
de pecho (incluyendo angina de pecho aguda e inestable), infarto, ictus (incluyendo ictus isquémico), hipertension
asociada con enfermedades cardiovasculares, insuficiencia cardiaca, insuficiencia cardiaca congestiva, enfermedad
de arteria coronaria, hipertension, hiperlipidemia, enfermedad arterial periférica y enfermedad vascular periférica.
Como ejemplos de trastornos del metabolismo de la insulina se incluyen afecciones asociadas con homeostasis de
glucosa aberrante, diabetes de tipo 2, prediabetes, tolerancia alterada a la glucosa, dislipidemia, sindrome
metabdlico (por ejemplo sindrome X), e insulinorresistencia inducida por traumatismos tales como quemaduras o
desequilibrio de nitrégeno.

El término "GDF-8" se refiere a un factor 8 de crecimiento y diferenciacién especifico, y también puede denominarse
"miostatina". El término se refiere a la forma precursora no procesada de longitud completa de GDF-8 asi como a las
formas madura y propéptido resultantes de la escisidn post-traduccional. Salvo que se especifique de otra manera
como "inactiva", una "proteina de GDF-8" conserva una o mas actividades biolégicas de GDF-8. El término también
se refiere a cualquiera de los fragmentos y variantes de GDF-8 que conservan al menos una actividad biol6gica
asociada con la forma madura de GDF-8, como se analiza en este documento, incluyendo secuencias que se han
modificado. La secuencia de aminoacidos de la forma madura del GDF-8 humana se proporciona en la SEC ID
N¢: 1. La presente invencion se refiere al GDF-8 de todas las especies de vertebrados, incluyendo, pero sin
limitacion, ser humano, ganado bovino, pollo, ratén, rata, ganado porcino, ovino, pavo, babuino y peces (para la
informacién de secuencias, véase, por ejemplo, McPherron y col., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 94: 12457-12461
(1997)).

La expresién "actividad de GDF-8" se refiere a una o mas actividades morfogenéticas o fisiolégicamente reguladoras
del crecimiento asociadas con la proteina activa GDF-8. Por ejemplo, el GDF-8 activo es un regulador negativo de la
masa musculo esquelética. EI GDF-8 activo también puede modular la produccién de enzimas especificas de
musculo, (por ejemplo, creatina quinasa), estimular la proliferacion de mioblastos y modular la diferenciacion de
preadipocitos en adipocitos. La "actividad de GDF-8" incluye "actividad de unién a GDF-8". Por ejemplo, el GDF-8
maduro se une especificamente a la regién propeptidica de GDF-8, a ActRIIB, a un receptor de GDF-8, a activina, a
folistatina, a proteinas que contienen dominios de folistatina, a GASP-1, y a otras proteinas. Un inhibidor de GDF-8,
tal como un anticuerpo o proteina de unién a antigeno o parte de los mismos, puede reducir una 0 mas de estas
actividades de unién. Las actividades biol6gicas de GDF-8 son bien conocidas por los expertos en la técnica, véase,
por ejemplo, la solicitud de patente de Estados Unidos No. 2004/0223966 en los ejemplos 5-6 y 8-12.

Un "rastorno asociado con GDF-8" es un trastorno o afeccién en el que un sujeto se beneficiaria de la
administracién de un modulador de GDF-8, tal como un inhibidor de GDF-8. Un trastorno asociado con GDF-8
incluye un trastorno médico tal como un trastorno o afeccion relacionados con la musculatura o neuromuscular, por
ejemplo, distrofia muscular, esclerosis lateral amiotréfica (ELA), sarcopenia, caquexia, desgaste muscular, atrofia
muscular, o degeneracién muscular, incluyendo desgaste, atrofia o fragilidad. Las distrofias musculares incluyen, por
ejemplo, distrofias seudohipertréficas, facioescapulohumerales y de cintura. Como ejemplos de distrofias musculares
se incluyen distrofia muscular de Duchenne (Leyden-Mdbius), distrofia muscular de Becker, distrofia muscular de
Emery Dreifuss, distrofia muscular de cintura, sindrome de espina rigida, sindrome de Ullrich, distrofia muscular de
Fukuyama, sindrome de Walker Warburg, enfermedad musculo oculocerebral, distrofia muscular
facioescapulohumeral (Landoury-Dejerine), distrofia muscular congénita, distrofia miotonica (enfermedad de Steinert)
y otras miotonias, y enfermedad de Gowers.

En el término también se incluye degeneracion muscular asociada con enfermedad cardiovascular o secundaria a
otra enfermedad o afeccién tal como atrofia organica, disfunciéon organica, cancer, sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA), reposo en cama, inmovilizacion, ausencia prolongada de uso, u otra enfermedad o afeccién.

Los trastornos asociados con GDF-8 también incluyen trastornos del tejido adiposo (por ejemplo, obesidad),
enfermedades o trastornos cardiovasculares (cuando se asocian con pérdida de musculo o desgaste muscular) y
trastornos del metabolismo de la insulina. Los trastornos asociados con GDF-8 también incluyen trastornos
asociados con una pérdida de hueso, incluyendo osteoporosis, especialmente en mujeres de edad avanzada y/o
postmenopausicas, osteoporosis inducida por glucocorticoides, osteopenia, artritis, y fracturas relacionadas con
osteoporosis. Otras afecciones incluyen enfermedades dseas metabdlicas y trastornos caracterizados por una
disminucion de masa Osea, tales como los debidos a terapia crénica con glucocorticoides, disfuncién gonadal
prematura, supresion de andrégenos, déficit de vitamina D, hiperparatiroidismo secundario, déficits nutricionales y
anorexia nerviosa.

Como ejemplos de enfermedades cardiovasculares se incluyen enfermedad de arteria coronaria (aterosclerosis),
angina de pecho (incluyendo angina de pecho aguda e inestable), infarto, ictus (incluyendo ictus isquémico),
hipertension asociada con enfermedades cardiovasculares, insuficiencia cardiaca, insuficiencia cardiaca congestiva,
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enfermedad de arteria coronaria, hipertensién, hiperlipidemia, enfermedad arterial periférica y enfermedad vascular
periférica. Como ejemplos de trastornos del metabolismo de la insulina se incluyen afecciones asociadas con
homeostasis de glucosa aberrante, diabetes de tipo 2, prediabetes, tolerancia alterada a la glucosa, dislipidemia,
sindrome metabdlico (por ejemplo sindrome X) e insulinorresistencia inducida por traumatismos, tales como
quemaduras o desequilibrio de nitrégeno.

La expresién "complejo de GDF-8 latente" se refiere al complejo de proteinas formadas entre el homodimero de
GDF-8 maduro y el propéptido de GDF-8. Se piensa que los dos propéptidos de GDF-8 se asocian con las dos
moléculas del GDF-8 maduro en el homodimero para formar un complejo tetramérico inactivo. El complejo latente
puede incluir otros inhibidores de GDF en lugar de 0 ademas de uno o mas de los propéptidos de GDF-8.

La expresion "GDF-8 maduro” se refiere a la proteina que se escinde del dominio carboxilo terminal de la proteina
precursora de GDF-8. El GDF-8 maduro puede estar presente como monémero, homodimero, o en un complejo de
GDF-8 latente. Dependiendo de las condiciones, el GDF-8 maduro puede establecer equilibrio entre cualquiera o
todas de estas formas diferentes. En su forma biolégicamente activa, el GDF-8 maduro también se denomina "GDF-
8 activo". El GDF-8 biolégicamente activo no es un complejo de GDF-8 latente. El término también se refiere a
cualquiera de los fragmentos y variantes de GDF-8 que conserven al menos una actividad biolégica asociada con el
GDF-8 maduro, como se analiza en el presente documento, incluyendo secuencias que se han modificado.

La expresiéon "propéptido de GDF-8" se refiere al polipéptido que se escinde del dominio amino terminal de la
proteina precursora de GDF-8. El propéptido de GDF-8 puede unirse al dominio de union propeptidico en el GDF-8
maduro. El propéptido de GDF-8 forma un complejo con el homodimero de GDF-8 maduro. Se piensa que los dos
propéptidos de GDF-8 se asocian con dos moléculas de GDF-8 maduro en el homodimero para formar un complejo
tetramérico inactivo, denominado, "complejo latente". El complejo latente puede incluir otros inhibidores de GDF en
lugar de o ademas de uno o mas de los propéptidos de GDF-8.

La expresion "agente modulador de GDF-8" incluye cualquier agente que pueda modular la actividad, expresion,
procesamiento o secrecion de GDF-8, o un derivado del mismo farmacéuticamente aceptable. Los agentes
moduladores de GDF-8 aumentaran o disminuirdn una o mas actividades de GDF-8. Un modulador de GDF-8,
incluyendo un "inhibidor de GDF-8", puede usarse para tratar, por ejemplo, trastornos del tejido adiposo, trastornos
relacionados con el metabolismo de la glucosa, o trastornos 6seos. En la expresion se incluyen derivados bioldgicos
de un agente modulador de GDF-8. En determinadas realizaciones, un agente modulador o inhibidor de GDF-8
afectard a la union de GDF-8 con uno o méas de sus comparieros de unién fisioloégicos, incluyendo, pero sin
limitacion, a un receptor (por ejemplo ActRIIB), una proteina que contiene dominios de folistatina (por ejemplo
folistatina, FLRG, GASP-1, GASP-2), o una proteina de GDF-8 tal como el propéptido de GDF-8 y mutantes y
derivados de los mismos. Los agentes moduladores de GDF-8 incluyen, por ejemplo, anticuerpos que se unen
especificamente a GDF-8 (incluyendo MYO-029, MYO-028, MY0-022, JA-16, y fragmentos y derivados de los
mismos), anticuerpos que se unen especificamente al receptor de GDF-8 (véase, por ejemplo, la patente de Estados
Unidos No. 6.656.475, la publicacién de patente de Estados Unidos No. 2004/0077053-A1), receptores solubles
modificados (incluyendo proteinas de fusidn receptoras, tales como la proteina de fusién ActRIIB-Fc), otras proteinas
que se unen especificamente a GDF-8 o a BMP-11 (tales como el propéptido de GDF-8 o BMP-11, mutantes y
derivados del propéptido de GDF-8, folistatina, proteinas que contienen dominios de folistatina y fusiones Fc de
estas proteinas), se incluyen proteinas de unién al receptor de GDF-8 y fusiones Fc de estas proteinas y miméticos.
En la expresion inhibidor de GDF-8 también se incluyen inhibidores no proteicos (tales como acidos nucleicos). Los
inhibidores de GDF-8 incluyen proteinas, anticuerpos, péptidos, peptidomiméticos, ribozimas, oligonucleétidos
antisentido, ARN bicatenario (incluyendo ARNip o microARN) y otras moléculas pequefias, que inhiben
especificamente al GDF-8.

La expresion "individuo” se refiere a cualquier animal vertebrado, incluyendo un mamifero, ave, reptil, anfibio, o pez.
La expresion "mamifero” incluye cualquier animal clasificado como tal, del género masculino o femenino, incluyendo
seres humanos, primates no humanos, monos, perros, caballos, gatos, ovejas, cerdos, cabras, ganado, etc. Como
ejemplos de animales no mamiferos se incluyen, pollo, pavo, pato, ganso, peces (tales como salmén, barbo, perca,
pez cebra y trucha) y ranas. Un individuo puede seleccionarse, por ejemplo, de seres humanos o de animales
domésticos, productores, ganado, animales de zoo, para su uso en deporte, en carreras 0 animales de compania.

Los términos "inhibir" e "inhibidor" se refieren a una reduccién en una o mas actividades de GDF-8 por un inhibidor
de GDF-8, con respecto a la actividad de GDF-8 en ausencia del mismo inhibidor. La reduccién de la actividad es
preferente al menos aproximadamente del 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o mayor. En
determinadas realizaciones, cuando la actividad de GDF-8 estd afectada por uno o mas de los inhibidores
desvelados en este documento, se reduce al menos un 50 %, preferentemente al menos aproximadamente un 60 %,
62 %, 64 %, 66 %, 68 %, 70 %, 72 %, 74 %, 76 %, 78 %, 80 %, 82 %, 84 %, 86 %, 88 %, 90 %, 92 %, 94 %, 96 %,
98 % 0 99 %, e incluso mas preferentemente al menos del 95 % al 100 %. Los términos "neutralizar" y
"neutralizante" se refieren a una reducciéon de al menos 80 %, 85 %, 90 % 0 95 % de una o mas actividades de GDF-
8. La inhibicién de la actividad de GDF-8 puede medirse, por ejemplo, en ensayos con el gen indicador pGL3(CA-
GA) como se describe en Thies y col. Growth Factors 18: 251-259 (2001) o en ensayos con el receptor ActRIIB
como se ilustra mas adelante en la seccién de Ejemplos.
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El término "aislado” se refiere a una molécula que esta sustancialmente separada de su medio natural. Por ejemplo,
una proteina aislada es una que esta sustancialmente separada de la fuente celular o tisular de la cual procede.

Un marcador también puede ser una enzima, por ejemplo una enzima que convierte un sustrato, tal como una
peroxidasa (por ejemplo, peroxidasa de rabano picante), fosfatasa alcalina, glucosa oxidasa y B-galactosidasa.
Cuando la peroxidasa se incuba con sustratos solubles, (por ejemplo, 3,3',5,5 tetrametilbencidina (TMB), o-
fenilendiamina (OPD), 2,2’-azino-di[3-etil-benzitiazolina] sulfonato (ABTS), luminol, polifenoles, ésteres de acridina, y
luciferina), produce un cambio cromogénico o luminiscente en el sustrato que puede detectarse con espectroscopia.
Tipicamente, después de un periodo de incubacion fijo con el sustrato, la reacciéon se inactiva (por ejemplo, por
acidificacion), y el resultado se cuantifica midiendo la densidad 6ptica (absorbancia) o luminiscencia. Los resultados
de la absorbancia pueden compararse con los valores de DO en el intervalo lineal para reacciones cromogénicas y
los ensayos luminiscentes se miden unidades relativas de luz (URL).

Un marcador también puede ser biotina, un hapteno o una etiqueta epitdpica (por ejemplo, histidina, HA (el péptido
hemaglutinina), la proteina de unién a maltosa, AviTag®, o la glutation S-transferasa), que puede detectarse por la
adicion de un agente de deteccion marcado que interacciona con el marcador asociado con el agente modulador de
GDF 8 o agente de deteccion. Un agente de deteccion marcado con biotina ("biotinilado") puede detectarse a través
de su interaccion con un conjugado de avidina-enzima, por ejemplo, avidina-peroxidasa de rabano picante, después
de incubacién secuencial con el conjugado de avidina-enzima y un sustrato cromogénico o luminiscente adecuado.
El europio es también un marcador.

El término "peptidomimético”, como se usa en este documento, se refiere a un péptido que imita bioldgicamente a
determinantes activos en hormonas, citocinas, sustratos enzimaticos, virus u otras biomoléculas y puede
antagonizar, estimular o, de otra manera, modular la actividad fisiolégica de un ligando natural. Los
peptidomiméticos se definen preferentemente como compuestos que tienen una estructura secundaria similar a la de
un péptido y opcionalmente caracteristicas estructurales adicionales; su modo de accién es muy similar o idéntico al
modo de accion del péptido nativo, sin embargo, su actividad (por ejemplo, como un antagonista o un inhibidor)
puede modificarse en comparacion con la del péptido nativo especialmente receptores o enzimas. Ademas, pueden
imitar el efecto del péptido nativo (agonista). A lo largo de esta memoria descriptiva el término "peptidomimético" se
refiere a una molécula que, debido a sus propiedades estructurales, puede imitar las funciones biol6gicas de GDF8
funcional o de GDF8 no funcional. En la presente invencion, se propone que un fragmento de GDF8, que comprende
un dominio de unién/dimerizacién de GDF8, funcione como un negativo dominante contra GDF8. Un
peptidomimético, por si mismo, de un dominio de unién/dimerizacion de GDF8 podria estar presente en exceso
multimolar y podria "superar competitivamente" al GDF8 de tipo silvestre y formar heterodimeros con las moléculas
de tipo silvestre actuando de este modo como un negativo dominante de la funcién biolégica de GDF8. En este
sentido, la funcién de GDF8 estaria alterada atenuando de esta manera la inhibicion de crecimiento muscular. Un
ejemplo de un ensayo biolégico in vivo de dicha actividad mimética del GDF-8 promotor del crecimiento es el
incremento de la masa musculo esquelética en ratones normales o en otros animales de ensayo mediante la
administracion de una cantidad eficaz de al menos un mimético promotor del crecimiento de la presente invencion.

El término "purificado” se refiere a una molécula que carece sustancialmente de otro material que se asocia con la
molécula en su medio natural. Por ejemplo, una proteina purificada carece sustancialmente de material celular o de
otras proteinas de la célula o tejido del que procede. El término se refiere a preparaciones en las que la proteina
aislada es suficientemente pura para administrarse como una composicion terapéutica, o al menos tiene una pureza
del 70 % al 80 % (p/p), mas preferentemente una pureza de al menos 80 %-90 % (p/p) incluso mas preferentemente
una pureza de 90-95 %; y, mas preferentemente, una pureza de al menos 95 %, 96 %, 97 °%, 98 %, 99%, o0 100 %

(p/p)-

El término "ARNip" como se usa en el presente documento, se refiere a moléculas de ARN de interferencia pequeno
que pueden usarse para silenciar la expresion de genes diana. EI ARNip puede ser ARNbc que tiene 19-25
nucleétidos. Los ARNip pueden producirse endégenamente por degradacién de moléculas de ARNbc mas largas por
una nucleasa relacionada con RNasa Il denominada Dicer. Los ARNip también pueden introducirse en una célula
exdgenamente, o por transcripcion de una construccién de expresién. Una vez formados, los ARNip se ensamblan
con componentes proteicos en complejos que contienen endorribonucleasa conocidos como complejos silenciadores
inducidos por ARN (RISC). Un desenrrollamiento del ARNip generado por ATP activa los RICS, que a su vez dirigen
el transcrito de ARNm complementario por emparejamiento de bases de Watson y Crick, escindiendo de esta
manera y destruyendo el ARNm. La escisién del ARNm se produce cerca de la mitad de la regién unida por la
cadena de ARNip. Esta degradacion del ARNm especifica de secuencia produce silenciamiento génico.

Para realizar el silenciamiento génico mediado por ARNip pueden emplearse al menos dos formas. En la primera,
los ARNip pueden sintetizarse in vitro e introducirse en células para suprimir transitoriamente la expresion génica.
Los ARNip son duplex de oligonucleétidos cortos mezclados que pueden incluir, por ejemplo, 19 nucleétidos de ARN
con dinucleotidos 3' simétricos protuberantes. Utilizando duplex de ARNip de 21 pb sintéticos (por ejemplo, 19 bases
de ARN seguidas por una protuberancia en posicién 3' UU o dTdT), puede conseguirse el silenciamiento génico
especifico de secuencia en células de mamifero. Estos ARNip pueden suprimir especificamente la traduccidon génica
diana en células de mamifero sin activacién de proteina quinasa (PKR) dependiente de ADN por ARN bicatenarios
(ARNbc) mas largos, que pueden producir la represién no especifica de la traduccion de muchas proteinas.
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En la segunda, los ARNip pueden expresarse in vivo a partir de vectores. Esta estrategia puede usarse para
expresar de modo estable los ARNip en células o animales transgénicos. Los vectores de expresion de ARNip se
disefian genéticamente para dirigir la trascripciéon de ARNip de unidades de trascripcion de polimerasa Il (pol Ill).
Las unidades de trascripcién Pol Il son adecuadas para la expresion del ARNip en horquilla dado que despliegan un
sitio de terminacién de la trascripcion corto rico en AT que conduce a la adicién de salientes de 2 pb (por ejemplo,
UU) a los ARNip en horquilla, una caracteristica que es Util para la funciéon del ARNip. Los vectores de expresion de
Pol Ill también pueden utilizarse para crear ratones transgénicos que expresen ARNip.

Los ARNip también pueden expresarse de una manera especifica de tejido. En esta estrategia, los ARNbc largos se
expresan primero a partir de un promotor (tal como pol Il de CMV) en el nucleo de lineas celulares seleccionadas o
ratones transgénicos. Los ARNbc largos se procesan en ARNip en el nucleo (por ejemplo, por Dicer). Los ARNip
salen del nucleo y median el silenciamiento especifico de genes. Puede utilizarse una estrategia similar junto con
promotores especificos de tejido (pol Il) para crear ratones knockdown (con disminucién de expresion) especificos
de tejido.

La expresion "molécula pequefia" se refiere a compuestos que no son macromoléculas. Véase, por ejemplo, Karp,
(2000) Bioinformatics Ontology 16: 269-85; Verkman, (2004) AJP-Cell Physiol. 286: 465-74. Por tanto, a menudo se
considera que los compuestos que tienen menos de mil Dalton son moléculas pequefas (por ejemplo, Voet y Voet,
Biochemistry, 22 ed., ed. N. Rose, Wiley and Sons, New York, 14 (1995). Por ejemplo, Davis y col. ((2005) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 102: 5981-86), usan la frase molécula pequefna para indicar folatos, metotrexato y neuropéptidos,
mientras que Halpin y Harbury ((2004) PLos Biology 2: 1022-30), usan la frase para indicar productos génicos de
molécula pequefa, es decir, ADN, ARN y péptidos. Como ejemplos de moléculas pequefias naturales se incluyen
colesteroles, neurotransmisores, y los ARNip; las moléculas pequefas sintetizadas incluyen diversos compuestos
quimicos indicados en numerosas bases de datos de moléculas pequefias comercialmente disponibles, por ejemplo,
FCD (Base de datos de productos quimicos puros), SMID (Bases de Datos de Interaccién de Molécula Pequenha),
ChEBI (Entidades Quimicas de Interés Biolégico) y CSD (Base de Datos Estructural de Cambridge) (véase, por
ejemplo, Alfarano y col. (2005) Nuc. Acids Res. Database Issue.33: D416-24).

Las expresiones "union especifica", "se une especificamente"”, significan que dos o mas moléculas forman un
complejo que es medible en condiciones fisioldgicas o de ensayo y es selectivo. Un anticuerpo o proteina de union a
antigeno u otro inhibidor se dice que "se une especificamente" a una proteina si, en condiciones apropiadamente
seleccionadas, dicha unién no esta sustancialmente inhibida, mientras que al mismo tiempo se inhibe la unién no
especifica. La unién especifica se caracteriza por una alta afinidad y es selectiva para el compuesto o proteina. La
unién no especifica normalmente tiene una baja afinidad. La unién en anticuerpos IgG por ejemplo se caracteriza
generalmente por una afinidad de al menos aproximadamente 10" Mo mayor, tal como al menos aproximadamente
10" Mo mayor, o al menos aproximadamente 10° Mo mayor, o al menos aproximadamente 10" 0 mayor, o al
menos aproximadamente 10" Mo mayor, o al menos aproximadamente 10"” Mo mayor. El término también puede
aplicarse cuando, por ejemplo, un dominio de unién a antigeno es especifico para un epitopo particular que no es
portado por numerosos antigenos en cuyo caso el anticuerpo o proteina de uniéon antigeno que lleva el dominio de
unién a antigeno generalmente no se unira a otros antigenos.

Algunos procedimientos requieren alta afinidad para la unién especifica, mientras que otros procedimientos, tales
como ensayo de resonancia con plasmén superficial, pueden detectar complejos menos estables e interacciones de
afinidad mas baja. Si es necesario, la unién no especifica puede reducirse sin afectar sustancialmente a la unién
especifica modificando las condiciones de union. Dichas condiciones se conocen en técnica, y un experto utilizando
técnicas habituales puede seleccionar condiciones apropiadas. Las condiciones normalmente se definen en cuanto a
concentracién de los compareros de union, fuerza ionica de la solucion, temperatura, tiempo que se deja para la
unién, concentracién de moléculas no relacionadas (por ejemplo, albumina de suero, caseina de leche), etc. Las
condiciones de union ejemplares se exponen en los ejemplos dados mas adelante.

La expresidn "antagonista especifico de GDF8" o "inhibidor especifico de GDF8" incluye cualquier agente capaz de
inhibir, reducir y/o neutralizar la actividad, expresion, procesamiento o secrecién de GDF8 pero no inhibe, reduce y/o
neutraliza significativamente la actividad, expresion, procesamiento o secrecion de otras proteinas, por ejemplo, de
la superfamilia de TGF-B, por ejemplo, BMP11. Dichos inhibidores incluyen macromoléculas y moléculas pequenas,
por ejemplo, proteinas, anticuerpos, péptidos, peptidomiméticos, ARNip, ribozimas, oligonucluteétidos antisentido,
ARN bicatenario y otras moléculas pequefas, que inhiben especificamente la actividad de GDF8. Dichos inhibidores
se dice que "antagonizan" especificamente (por ejemplo, "inhiben," "disminuyen,” "reducen" o "neutralizan") la
actividad biolégica de GDF8. Un inhibidor de GDF8 inhibira o neutralizard o reducira al menos una actividad
biolégica de GDF8, tal como una actividad reguladora de crecimiento, fisiolégica o morfogénica asociada con la
proteina GDF8 activa. Por ejemplo, GDF8 es un regulador negativo del crecimiento del masculo esquelético. Un
inhibidor de GDF8 puede aumentar la masa muscular, aumentar la fuerza muscular, modular los niveles de enzimas
especificas de musculos, estimular la proliferacién de mioblastos, modular la diferenciacion de preadipocitos en
adipocitos, disminuir la acumulacién de grasa, disminuir los niveles de triglicéridos en suero, disminuir los niveles de
colesterol en suero, modular el metabolismo de la glucosa y/o reducir la hiperglucemia.

El término "tratamiento” se usa indistintamente en el presente documento con el término "procedimiento terapéutico”
y se refiere tanto a un tratamiento terapéutico como a medidas profilacticas/preventivas. El término "tratamiento”
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también se define como ser capaz de mejorar, tratar o prevenir un trastorno. Las personas que necesitan tratamiento
pueden incluir individuos que ya tienen un trastorno médico concreto asi como aquéllos que pueden finalmente
adquirir el trastorno (es decir los que necesitan medidas preventivas).

La practica de la presente invenciéon empleara, salvo que se indique otra cosa, técnicas convencionales de biologia
molecular, microbiologia, ADN recombinante e inmunologia, que estan dentro de la experiencia de la técnica. Dichas
técnicas se explican por completo en la bibliografia. Véase, por ejemplo, Sambrook, y col., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Segunda edicién (1989); DNA Cloning, Volumenes | y Il (D. N Glover ed. 1985); Oligonucleotide
Synthesis (M. J. Gait ed., 1984); Nucleic Acid Hybridization (B. D. Hames & S. J. Higgins eds. 1984); Transcription
and Translation (B. D. Hames & S. J. Higgins eds. 1984); Animal Cell Culture (R. I. Freshney ed. 1986); Immobilized
Cells and Enzymes (IRL Press, 1986); B. Perbal, A Practical Guide To Molecular Cloning (1984); las series, Methods
In Enzymology (Academic Press, Inc.); Gene Transfer Vectors For Mammalian Cells (J. H. Miller y M. P. Calos eds.
1987, Cold Spring Harbor Laboratory), Methods in Enzymology Vol. 154 y Vol. 155 (Wu and Grossman, and Wu,
eds., respectivamente), Mayer and Walker, eds. (1987), Immunochemical Methods In Cell and Molecular Biology
(Academic Press, Londres), Scopes, (1987), Protein Purification: Principles and Practice, Segunda edicién (Springer-
Verlag, N.Y.), y Handbook Of Experimental Immunology, Volimenes I IV (D. M. Weir y C. C. Blackwell eds. (1986)).

Epitopos Especificos contra GDF8 y Antagonistas de los mismos

El mapeo epitdpico que utiliza anticuerpos especificos de GDF8 y péptidos de 13 aminoacidos solapantes de GDF8
humano revelé candidatos a epitopos especificos para GDF8 que pueden dirigirse para el antagonismo especifico
de GDF8 (Ejemplo 4.2). Basandose en esta estrategia, se identificaron cinco epitopos independientes especificos
para GDF8. La presente divulgacion proporciona estos epitopos (incluyendo peptidomiméticos de los mismos),
polinucleétidos que codifican los epitopos, polinucleétidos inhibidores de los mismos y anticuerpos relacionados con
los mismos como antagonistas especificos contra la actividad de GDF8.

Epitopos especificos contra GDF8 y peptidomiméticos de los mismos

La presente divulgacion proporciona nuevos polipéptidos aislados y purificados homoélogos a epitopos que pueden
caracterizarse biolégicamente por ser especificos contra GDF8, y por tanto, se denominan en el presente documento
como epitopos especificos contra GDF8. Es parte de la divulgacion que los peptidomiméticos de estos epitopos
especificos de GDF8 pueden usarse como antagonistas de GDF8, es decir, para antagonizar la actividad de GDFS8,
por ejemplo, union de GDF8 a su receptor.

Por ejemplo, la divulgacién proporciona polinucleétidos purificados y aislados que codifican cinco dominios de unién
especificos para GDF8 (que pueden incluir sitios de union al receptor ALK4/ALK4 de GDF8), y que también pueden
actuar como antagonistas/peptidomiméticos de receptores de GDF8, denominados en el presente documento "GE1,"
"GE2," "GES," "GE4," y "GEb." Los acidos nucleicos de acuerdo con la presente invenciéon pueden comprender ADN
o ARN y pueden ser total o parcialmente sintéticos. La referencia a una secuencia de nucleétidos como se expone
en el presente documento incluye moléculas de ADN con las secuencias especificadas o equivalentes genémicos
(por ejemplo, secuencias complementarias), asi como moléculas de ARN con secuencias especificadas en las que T
se sustituye con U, salvo que el contexto requiera otra cosa. Como secuencias de ADN preferidas se incluyen
secuencias gendmicas y de ADNc y secuencias de ADN quimicamente sintetizadas.

Las secuencias de nucledtidos de ADNc que codifican GE1, GE2, GE3, GE4 y GE5 humana, denominadas ADNc
humano, se exponen como SEC ID N% 3, 5, 7, 9, y 11, respectivamente. Los polinucledtidos de la presente
invencién también incluyen polinucleétidos que se hibridan en condiciones rigurosas con polinucleétidos que tienen
y/o consisten esencialmente en las secuencias de nucleétidos expuestas como SEC ID N2:3, 5, 7, 9, y 11, o
complementos de las mismas y/o codifican polipéptidos que conservan actividad biol6gica sustancial de GE1, GE2,
GES3, GE4, o GE5, respectivamente. Los polinucleétidos de la presente divulgacion también incluyen partes
continuas de las secuencias de polinucledtidos expuestas como SEC ID N%: 3, 5, 7, 9, y 11 que comprenden al
menos 12 nucleétidos consecutivos.

Las secuencias de aminodacidos de GE1, GE2, GE3, GE4, GE5 humana, y polipéptidos miméticos de los mismos se
exponen como SEC ID N 4, 6, 8, 10 y 12, respectivamente. Los polipéptidos de la presente divulgacion también
incluyen polipéptidos con una secuencia de aminodcidos que tiene y/o consiste esencialmente en partes continuas
de cualquiera de las secuencias expuestas como SEC ID N2 4, 6, 8, 10 y 12, que comprenden al menos 4
aminoacidos consecutivos. Los polipéptidos de la descripcion también incluyen cualquiera de las secuencias
expuestas como SEC ID N2 4, 6, 8,10 y 12, incluyendo partes continuas de las mismas en las que uno o0 mas de los
L-aminoacidos se reemplazan con sus D-aminodcidos correspondientes. Los polipéptidos de la presente divulgacion
también incluyen fragmentos activos de las SEC ID N% 4, 6, 8, 10 y 12, es decir, cualquier parte continua de
cualquiera de las secuencias expuestas como SEC ID N% 4, 6, 8, 10 y 12 que conserva actividad biolégica
sustancial de GE1, GE2, GE3, GE4, o GE5 humana de longitud completa, es decir, cualquier fragmento de las SEC
ID N2: 4, 6, 8, 10 y 12 que es un dominio de unién especifico para GDF8 y/o para el cual un peptidomimético del
mismo puede ser un antagonista especifico contra la actividad de GDF8. Adicionalmente, un polipéptido de la
divulgacién puede estar acetilado y/o bloqueado por amida utilizando procedimientos bien conocidos. Los
polinucleétidos de la presente divulgacion también incluyen, ademas de los polinucledtidos descritos anteriormente,
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polinucleétidos que codifican cualquiera de las secuencias de aminoacidos expuestas como SEC ID N%: 4,6, 8,10y
12 y partes continuas de las mismas y que difieren de los polinucleétidos de origen humano descritos anteriormente
solamente debido a la bien conocida degeneracion del codigo genético.

La divulgacion también proporciona polinucleétidos purificados y aislados que codifican peptidomiméticos ciclados
para los epitopos especificos de GDF8, por ejemplo, GE1, GE2, GE3, GE4 y GE5. Las secuencias de ADN
preferentes de la invencion incluyen secuencias genémicas y de ADNc y secuencias de ADN quimicamente
sintetizado. Un experto en la técnica reconocera que la presente divulgacion también incluye otras moléculas
cicladas, tales como peptidomiméticos ciclados basandose en otros dominios de unién especificos para GDFS8.
Adicionalmente, un peptidomimético ciclado de la divulgacién puede acetilarse y/o bloquearse con amida usando
procedimientos bien conocidos.

Anticuerpos especificos contra GDF8

La presente divulgacién proporciona nuevos anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos o fragmentos de proteina de
unién a antigeno) que interaccionan especificamente con GDF8. Realizaciones ilustrativas no limitantes de dichos
anticuerpos se denominan RK22. Los anticuerpos de la invencién poseen caracteristicas Unicas y beneficiosas. En
primer lugar, estos anticuerpos son capaces de unirse a GDF8 maduro con alta afinidad (Ejemplo 2). En segundo
lugar, los anticuerpos desvelados interaccionan especificamente con GDF8, es decir, los anticuerpos de la invencion
no se unen con alta afinidad a otros miembros de la subfamilia TGF-, por ejemplo, BMP11 (Ejemplo 2). En tercer
lugar, los anticuerpos de la invencion inhiben la actividad de GDF8 in vitro e in vivo segin se demuestra (Ejemplo 3).
En cuarto lugar, los anticuerpos desvelados pueden inhibir la actividad de GDF8 asociada con la regulaciéon negativa
de masa muscular esquelética y densidad 6sea (Ejemplo 3).

En una realizacion, los anticuerpos desvelados en el presente documento pueden interaccionar especificamente con
GDF8, es decir, se contempla que los anticuerpos no reaccionen extensamente con otras proteinas, por ejemplo,
aquéllas que pertenecen a la superfamilia TGF-p tales como BMP11, activina, sustancia inhibidora muleriana, factor
neurotréfico derivado de células gliales o factores de crecimiento y diferenciacion distintos de GDF8. En una
realizacién no limitante de la invencion, un anticuerpo especifico de GDF8 o proteina de unién a antigeno de la
invencion se une a GDF8 con una preferencia mayor de 5-10 veces de con la que se une a BMP11. En una
realizacién no limitante de la invencién, un anticuerpo anti-GDF8 especifico o proteina de unién a antigeno de la
invencién se une a GDF8 con una preferencia mayor de 10-100 veces de con la que se une a BMP11. En una
realizacién no limitante de la invencién, un anticuerpo anti-GDF8 especifico o proteina de uniéon a antigeno de
interés se une a GDF8 con una preferencia 100-1000 veces de con la que se une a BMP11. En otra realizacién, un
anticuerpo anti-GDF8 especifico o proteina de unién antigeno de la invencién se une a un epitopo (o0 epitopos)
especifico contra GDF8, incluyendo aquellos descritos en el presente documento (por ejemplo, un epitopo (o
epitopos) especificos contra GDF8 que tienen y/o consisten esencialmente en una secuencia de aminoacidos
expuesta como SEC ID N°: 4, 6, 8, 10 y 12, o fragmentos activos de las mismas). En una realizacion de la invencién,
los anticuerpos contemplados interaccionan especificamente con el sitio de unién ALK4/ALK5 predicho de GDF8
maduro, por ejemplo, epitopos de GDF8 con una secuencia de aminoacidos expuesta como SEC ID N: 4, 6 u 8.

Un experto habitual en la técnica reconocera que los anticuerpos de la invencion pueden usarse para detectar,
medir, e inhibir proteinas GDF8 derivadas de diversas especies, por ejemplo, aquellas descritas en la presente
memoria descriptiva. El porcentaje de identidad se determina mediante algoritmos de alineamiento convencionales
tales como, por ejemplo, Basic Local Alignment Tool (BLAST) descrito en Altschul y col. ((1990) J. Mol. Biol.
215:403-10), el algoritmo de Needleman y col. ((1970) J. Mol. Biol. 48: 444-53), o el algoritmo de Meyers y col.
((1988) Comput. Appl. Biosci. 4: 11-17). En general, los anticuerpos y anticuerpo o fragmentos de proteina de union
antigeno de la invencién pueden usarse con cualquier proteina que conserve actividad biolégica sustancial de GDF8
y comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 0 mas
idéntica a cualquier secuencia de al menos 100, 80, 60, 40, 20, o 15 aminoacidos contiguos de la forma madura de
GDF8 expuesta como SEC ID N®: 1.

Los anticuerpos intactos, también conocidos como inmunoglobulinas, son tipicamente proteinas glicosiladas
tetraméricas compuestas de dos cadenas ligeras (L) de aproximadamente 25 kDa cada una, y dos cadenas pesadas
(H) de aproximadamente 50 kDa cada una. En los anticuerpos existen dos tipos de cadena ligera denominadas
lambda y kappa. Dependiendo de la secuencia de amino&cidos del dominio constante de las cadenas pesadas, las
inmunoglobulinas se asignan a cinco clases principales: A, D, E, G, y M, y varias de estas pueden dividirse ademas
en subclases (isotipos), por ejemplo, IgG1, 19G2, 1gG3, 1gG4, IgA1, e IgA2. Cada cadena ligera esta compuesta de
un dominio variable (V) N-terminal (VL) y un dominio constante (C) (CL). Cada cadena pesada esta compuesta de
un dominio V N-terminal (VH), de tres o cuatro dominios C (CH) y una regién bisagra. El dominio CH mas proximo a
VH se denomina CH1. Los dominios VH y VL consisten en cuatro regiones de secuencias relativamente
conservadas denominadas regiones marco conservadas (FR1, FR2, FR3, y FR4), que forman un armazoén de tres
regiones de secuencias hipervariables (regiones determinantes de la complementariedad, CDR). Las CDR contienen
la mayoria de los restos responsables de las interacciones especificas del anticuerpo o proteina de unién a antigeno
con el antigeno. Las CDR se denominan CDR1, CDR2, y CDR3. Por consiguiente, los constituyentes de la CDR en
la cadena pesada se denominan H1, H2, y H3, mientras que los constituyentes de la CDR en la cadena ligera se
denominan L1, L2, y L3. CDRS es la fuente méas grande de diversidad molecular dentro sitio de union del anticuerpo
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o de la proteina de unién antigeno. H3, por ejemplo, puede ser tan corta como dos restos de aminoacidos o mayor
de 26 aminoacidos. Las estructuras subunitarias y configuraciones tridimensionales de diferentes clases de
inmunoglobulinas se conocen bien en la técnica. Para una revision de la estructura de los anticuerpos, véase: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Eds. Harlow y col., 1988. Un experto en la técnica reconocera
que cada estructura subunitaria, por ejemplo, una estructura CH, VH, CL, VL, CDR, y/o FR comprende fragmentos
activos. Por ejemplo, los fragmentos activos pueden consistir en la parte de la subunidad VH, VL, o CDR que se une
al antigeno, es decir, el fragmento de unién a antigeno o la parte de la subunidad CH que se une a y/o activa un
receptor y/o complemento de Fc.

Los ejemplos no limitantes de fragmentos de unién incluidos dentro de la expresién "anticuerpo o fragmento de
proteina de unién a antigeno" usada en el presente documento se incluyen: (i) un fragmento Fab , un fragmento
monovalente que consiste en los dominios VL, VH, CL y CH1; (ii) un fragmento F(ab’)2, un fragmento bivalente que
comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la region bisagra; (iii) un fragmento Fd que
consiste en los dominios VH y CH1; (iv) un fragmento Fv que consiste en los dominios VL y VH de un solo brazo de
un anticuerpo; (v) un fragmento dAb, que consiste en un dominio VH; y (vi) una CDR aislada. Ademas, aunque los
dos dominios del fragmento Fv, VL y VH, estan codificados por genes distintos, pueden juntarse de manera
recombinante por un engarce sintético, creando una sola cadena de proteina en la que los dominios VL y VH se
emparejan para formar moléculas monovalentes (conocido como Fv monocatenario (scFv)). El engarce mas
comunmente usado es un péptido de 15 restos (Gli4Ser)3 pero en la técnica también se conocen otros engarces.
También se pretende incluir a los anticuerpos monocatenarios en las expresiones "anticuerpo o proteina de unién a
antigeno" o "fragmento de unién a antigeno" de un anticuerpo.

Estos anticuerpos se obtienen usando técnicas convencionales conocidas por los expertos en la técnica y la utilidad
de los fragmentos se explora de la misma manera que con los anticuerpos intactos. La diversidad de anticuerpos se
crea por multiples genes de linea germinal que codifican dominios variables y una diversidad de acontecimientos
somaticos. Los acontecimientos somaticos incluyen recombinacion de segmentos de genes variables con diversidad
(D) y segmentos génicos de unién (J) para hacer un dominio VH completo, y la recombinacion de los segmentos
génicos variables y de unién para constituir un dominio VL completo. El proceso de recombinacién es impreciso en
si mismo, dando como resultado la pérdida o adicion de aminoacidos en las uniones V(D)J. Estos mecanismos de
diversidad se producen en los linfocitos B en desarrollo antes de la exposicion a antigenos. Después de la
estimulacién antigénica, los genes de anticuerpos expresados en linfocitos B se someten a mutaciéon somatica.
Basandose en el nimero estimado de segmentos de genes de la linea germinal, la recombinacién al azar de estos
segmentos, y la formacion de pares VH-VL al azar hasta pueden producirse hasta 1,6x10’ anticuerpos diferentes
(Fundamental Immunology, 32 ed. (1993), ed. Paul, Raven Press, Nueva York, NY). Cuando otros procesos que
contribuyen a la diversidad de anticuerpos (tales como mutacion somatica) se tienen en cuenta, se piensa que
pueden generarse hasta 1x10"° anticuerpos diferentes (Immunoglobulin Genes, 2nd ed. (1995), eds. Jonio y col.,
Academic Press, San Diego, CA). Debido a los muchos procesos implicados en la generacion de la diversidad de
anticuerpos, es improbable que los anticuerpos monoclonales independientemente derivados con la misma
especificidad antigénica tengan idénticas secuencias de aminoacidos.

Por tanto, la presente invencion proporciona nuevos anticuerpos que interaccionan especificamente con GDF8, es
decir anticuerpos especificos de GDF8. El anticuerpo o fragmentos de proteina de union a antigeno de la invencion,
por ejemplo, estructuras que contienen una CDR, generalmente seran un anticuerpo o una secuencia de cadena
pesada o ligera de proteina de unién a antigeno, o un fragmento activo de la misma, en la que la CDR se coloca en
una localizaciéon correspondiente a la CDR de VH y VL de origen natural. Las estructuras y localizaciones de
dominios variables de inmunoglobulina, por ejemplo, las CDR, pueden definirse utilizando esquemas de numeracion
bien conocidos como por ejemplo, el esquema de numeracién de Kabat, el esquema de numeracién de Chothia, una
combinacion de Kabat y Chothia (AcM), etc. (véase, por ejemplo, Sequences of Proteins of Immunological Interest,
U.S. Department of Health and Human Services (1991), eds. Kabat y col.; Al-Lazikani y col. (1997) J. Mol. Bio.
273:927-948).

Por tanto, la presente invencion ademas proporciona nuevas CDR. La estructura para portar una CDR de la
invencién generalmente sera un polipéptido, por ejemplo, un anticuerpo o0 una secuencia de cadena pesada o ligera
de proteina de unién a antigeno o una parte sustancial de la misma en la que la CDR no se localiza en una posicion
correspondiente a la CDR de dominios VH y VL de origen natural. Las estructuras y localizaciones de dominios
variables de inmunoglobulinas pueden determinarse como se describe, por ejemplo en Kabat y col., citado
anteriormente y Al-Lazikani y col., citado anteriormente.

Los anticuerpos o moléculas de proteinas de uniéon a antigeno capaces de interaccionar especificamente con los
polipéptidos de la presente divulgacion pueden producirse por procedimientos bien conocidos por los expertos en la
técnica. Por ejemplo, pueden producirse anticuerpos monoclonales por generacién de hibridomas de acuerdo con
procedimientos conocidos. Los hibridomas formados de esta manera se exploran después utilizando procedimientos
convencionales, tales como ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) y analisis Biacore para identificar
uno o mas hibridomas que producen un anticuerpo que interacciona especificamente con GDF8 (por ejemplo, se
une a GDF8) y/o antagoniza (por ejemplo, inhibe, reduce, y/o neutraliza) al menos una actividad de GDF8, (por
ejemplo, la unién de GDF8 con su receptor o con otros acontecimientos de sefalizacion de GDF8 corriente abajo)).
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GDF8 recombinante, GDF8 de origen natural y fragmentos peptidicos antigénicos de GDF8 pueden usarse como el
inmunégeno. Un fragmento peptidico antigénico comprende al menos seis aminodcidos contiguos e incluye un
epitopo de tal forma que un anticuerpo suscitado contra el mismo forma un complejo inmunitario especifico con
GDF8. Preferentemente, el péptido antigénico comprende al menos cuatro restos de aminodcidos. Adicionalmente,
se prefiere que el fragmento peptidico antigénico de GDF8 comprenda un epitopo especifico contra GDF8 (por
ejemplo, un péptido que tenga y/o consista esencialmente en una secuencia de aminoacidos expuesta como SEC ID
N 4, 6, 8, 10, 12 o transferencia de fragmento activo).

En una realizacién de la divulgacion, puede usarse un péptido de GDF8 de longitud completa como el inmundgeno o
como alternativa, pueden usarse los fragmentos peptidicos antigénicos del polipéptido. Por ejemplo, el inmunégeno
puede ser un epitopo especifico contra GDF8 (por ejemplo, un epitopo especifico contra GDF8 y/o un epitopo para
el cual los anticuerpos anti-GDF8 especificos y/o péptidos miméticos dirigidos al mismo son antagonistas especificos
de la sefalizacion de GDF8 (por ejemplo, una o0 mas de las secuencias de aminoacidos de las SEC ID N 4, 6, 8,
10, 12 y fragmentos activos de las mismas)) y/o un péptido relacionado o péptido ciclado. Un péptido antigénico de
un polipéptido de la presente divulgacion comprende al menos cuatro restos de aminoacidos contiguos e incluye un
epitopo tal como un anticuerpo suscitado contra el péptido que forma un complejo inmunoespecifico con el
polipéptido. Preferentemente, el péptido antigénico comprende al menos cuatro restos de aminoacidos, mas
preferentemente al menos seis restos de aminoacidos e incluso mas preferentemente al menos nueve restos de
aminoacidos.

Como una alternativa para preparar hibridomas de secrecion de anticuerpos monoclonales, un anticuerpo
monoclonal contra un polipéptido de la presente invenciéon puede identificarse y aislarse explorando una biblioteca
de inmunoglobulina combinatoria recombinante (por ejemplo, una biblioteca de presentacién de fagos de
anticuerpos) con un polipéptido de la presente invencién para de esta manera aislar miembros de la biblioteca de
inmunoglobulina que se unen al polipéptido. Los expertos en la técnica conocen técnicas y kits disponibles
comercialmente para generar y explorar bibliotecas de presentacién de fagos. Adicionalmente, pueden encontrarse
en la bibliografia ejemplos de procedimientos y reactivos particularmente susceptibles para su uso en la generacién
y exploracién de anticuerpos o bibliotecas de presentacién de proteinas de unién a antigeno.

Los sueros y anticuerpos policlonales pueden producirse inmunizando un sujeto adecuado con GDF8, sus variantes
y/o partes de los mismos, por ejemplo, con un epitopo especifico de GDF8 de la presente invencién. El titulo del
anticuerpo en el sujeto inmunizado puede controlarse a lo largo del tiempo por técnicas convencionales tales como
con ELISA, o usando GDF8 inmovilizado u otra proteina marcadora, (por ejemplo, FLAG). Si se desea, las
moléculas de anticuerpo dirigidas contra un polipéptido de la presente invencién pueden aislarse del sujeto o de los
medios de cultivo y purificarse adicionalmente por técnicas bien conocidas, tales como cromatografia con proteina A,
para obtener una fraccion de IgG.

De manera adicional, los anticuerpos quiméricos, humanizados y monocatenarios contra los polipéptidos de la
presente invencién que comprenden partes tanto humanas como no humanas, pueden producirse usando técnicas
de ADN recombinante convencionales: los anticuerpos humanizados también pueden producirse usando ratones
transgénicos que no pueden expresar genes de cadena pesada y ligera de inmunoglobulina endégenos, pero que
pueden expresar genes de cadena pesada y ligera humana.

Los anticuerpos o moléculas de proteina de unién a antigeno (que incluyen fragmentos) de la presente invencion
(por ejemplo, anticuerpos o moléculas de proteinas de unién a antigeno que interaccionan especificamente con
GDF8) incluyen, pero sin limitacién, al anticuerpo monoclonal RK22, sus variantes (por ejemplo, variantes
humanizadas) y fragmentos de los mismos. El anticuerpo o moléculas de proteina de unién a antigeno de la
invencion que interaccionan especificamente con GDF8 también pueden ser antagonistas especificos de GDF8, y
por tanto, estos anticuerpos o moléculas de proteina de unién a antigeno pueden ser Utiles en la prevencion o
tratamiento de trastornos asociados con GDF8, por ejemplo, patologias 6seas, musculares, adiposas y relacionadas
con el metabolismo de la glucosa.

Por tanto, la invencién también proporciona polinucleétidos purificados y aislados que codifican las regiones de
anticuerpos especificos contra GDF8 que pueden antagonizar al menos una actividad de GDF8, por ejemplo RK22 y
sus variantes. Las secuencias de ADN preferidas de la invencién incluyen secuencias genémicas de ADN, ADNc y
sintetizadas quimicamente. Como se ha indicado anteriormente, los polinucleétidos que codifican regiones de un
anticuerpo o proteina de unién a antigeno de la invencién pueden comprender ADN o ARN y pueden ser sintéticas
parcial o totalmente. La referencia a la secuencia de nucleétidos expuesta en el presente documento incluye
moléculas de ADN con las secuencias especificas 0 secuencias complementarias, asi como moléculas de ARN con
la secuencia especificada en la que T se sustituye con U, salvo que el contexto requiera otra cosa.

Las secuencias de nucleétidos de la invencion incluyen aquellas que codifican el dominio variable de la cadena
ligera de RK22 murino, por ejemplo, la secuencia de nucleétidos expuesta como SEC ID N¢ 15. Las secuencias de
nucleétidos de la invencion también incluyen aquellas que codifican el dominio variable de cadena pesada del RK22
murino, por ejemplo, la secuencia de nucleétidos expuesta como SEC ID N2 13. Los polinucleétidos de la presente
invencién también incluyen polinucleétidos que se hibridan en condiciones rigurosas con polinucleétidos que tienen
y/o consisten esencialmente en la secuencia (0 secuencias) de acido nucleico sustancialmente expuestas como
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SEC ID N%:13 y 15, y sus complementos, y/o que codifican polipéptidos que conservan la actividad biol6gica
sustancial (es decir, fragmentos activos) de los dominios variables de RK22. Los polinucleé6tidos de la presente
invencion también incluyen partes continuas de las secuencias expuestas como SEC ID N2 13 y 15, que
comprenden al menos 15 nucleétidos consecutivos.

La secuencia de aminoacidos de los dominios variables de cadena ligera de RK22 murino se expone como SEC ID
Ne¢: 16. Las secuencias de aminoacidos de los dominios variables de cadena pesada del RK22 murino se expone
como SEC ID N2 14. La secuencia de aminoacidos de los dominios de cadena pesada y ligera variable
humanizados se exponen en las SEC ID N2 17 y 18, respectivamente. La secuencia de aminoacidos de las CDR
contenidas dentro de las cadenas pesadas del RK22 murino se exponen como SEC ID N2:19-21 y 25-27. La
secuencia de aminoacidos de las CDR contenidas dentro de las cadenas ligeras del RK22 murino se exponen como
SEC ID N%:22-24 y 28-30. Los polipéptidos de la presente divulgacion también incluyen partes continuas de
cualquiera de las secuencias sustancialmente indicadas como SEC ID N%: 14, 16, 17, 18 y 19-30 que comprenden al
menos 5 aminoacidos consecutivos. Un polipéptido preferido de la presente invencién incluye fragmentos activos
como SEC ID N¢: 14, 16, 17, 18 y 19-30, es decir, cualquier parte continlia de cualquier secuencia expuesta como
SEC ID N%: 14, 16, 17, 18 y 19-30 que conservan actividad bioldgica sustancial de un anticuerpo o proteina de union
a antigeno de la invencién. Ademas de estos polinucleétidos descritos anteriormente, la presente invencion también
incluye polinucleotidos que codifican una secuencia de aminodacidos sustancialmente expuesta como SEC ID N@: 14,
16, 17, 18 y 19-30, o una parte continua de los mismos y que difieren del anticuerpo o de los polinucleétidos de
proteina de unién a antigeno descritos anteriormente solamente debido a la degeneracion bien conocida del codigo
genético.

Como se ha descrito anteriormente, las CDR contienen la mayoria de los restos responsables de las interacciones
especificas con un antigeno, y estan incluidas dentro de los dominios VH y VL, es decir, el dominio variable de
cadena pesada y el dominio variable de cadena ligera, respectivamente. Por lo tanto, una realizacién de la
divulgacién incluye anticuerpos que contienen una o mas CDR que comprenden una secuencia de aminoacidos
seleccionada de una secuencia de aminoacidos expuesta como SEC ID N2 19-30 o una secuencia de aminoacidos
de sus fragmentos activos. Por consiguiente, un experto en la técnica reconocera que los anticuerpos de la
divulgacion incluyen un anticuerpo o una proteina de unién a antigeno en la que las CDR de la cadena VL son una o
mas CDR de aquellas expuestas como SEC ID N°: 22-24 y 28-30 y/o las CDR de la cadena VH son una o mas de
las CDR de aquellas expuestas como SEC ID N¢: 19-21 y 25-27.

Un fragmento de unién a antigeno puede ser un fragmento Fv, que consiste en dominios VH y VL. Por tanto, un
fragmento Fv de RK22 puede constituir un anticuerpo de la invencién, siempre que el fragmento interaccione
especificamente con GDF8. Un experto en la técnica reconocera que cualquier anticuerpo o fragmento de proteina
de unién a antigeno que contenga el fragmento Fv de RK22 también puede ser un anticuerpo de la invencion.
Adicionalmente, cualquier fragmento Fv, fragmento scFv, fragmento Fab o fragmento F(ab')2 que contiene una o
mas CDR que tienen una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de
aminodcidos expuestas como SEC ID N 19-30, también puede ser un anticuerpo o una proteina de union a
antigeno de la divulgacion.

Determinadas realizaciones de la divulgacion comprenden el dominio VH y/o VL del fragmento Fv de RK22. Los
fragmentos de anticuerpos de la presente invencién, por ejemplo, pueden producirse fragmentos Fab, F(ab’)2, Fd y
dAb por escisidn de los anticuerpos por ejemplo, RK22 de acuerdo con procedimientos bien conocidos en la técnica.
Por ejemplo, los fragmentos Fab y F(ab’)2 inmunoldégicamente activos pueden generarse tratando los anticuerpos
con una enzima, por ejemplo, papaina y pepsina respectivamente.

Otras realizaciones comprenden una o mas CDR (por ejemplo, una o mas CDR expuestas como SEC ID N°: 19-21 y
25-27), de cualquiera de los dominios VH de un anticuerpo divulgado en el presente documento (por ejemplo, los
dominios VH de RK22 (expuestos como SEC ID N2 14 y 19) y dominios VL de un anticuerpo divulgado en el
presente documento (por ejemplo, los dominios VL de RK22 (expuestos como SEC ID N%: 16 y 18)). Una realizacién
comprende un fragmento H3 del dominio VH de RK22 (expuesto como SEC ID N¢: 21).

Por comodidad, las posiciones aproximadas de cada CDR dentro de los dominios VH y VL se listan en la Tabla 2.

TABLA 2

Posicién aproximada de la CDR de acuerdo con las definiciones de Kabat (sin cursiva) o de AcM (en cursiva)
dentro de los dominios variables de los anticuerpos RK22 de raton y humanizados
CDR RK22 RK22

SEC ID N2: 14 SEC ID N2: 17
H1 50-54 o0 45-54 26-35
H2 69-85 0 69-77 50-66
H3 116-128 0 116-128 99-109
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(continuacién)

Posicién aproximada de la CDR de acuerdo con las definiciones de Kabat (sin cursiva) o de AcM (en cursiva)
dentro de los dominios variables de los anticuerpos RK22 de ratén y humanizados
RK22 RK22
SEC ID N2: 16 SEC ID N2: 18
L1 44-60 o0 44-60 24-40
L2 76-82 0 76-82 56-62
L3 115-123 0 115-123 95-101

Los anticuerpos descritos en el presente documento pueden comprender adicionalmente anticuerpos o dominios
constantes de proteinas de unién a antigeno o partes de los mismos. Por ejemplo, un dominio VL de la invencién
puede estar unido en su extremo C-terminal a un anticuerpo o dominio constante de cadena ligera de la proteina de
unién a antigeno, por ejemplo, una cadena Ck o CA humana, preferentemente una cadena CA. De manera similar,
un fragmento de unién a antigeno especifico basado en un dominio VH puede estar unido a su extremo C-terminal a
toda o parte de una cadena pesada de inmunoglobulina derivada de cualquier isotipo de anticuerpo, por ejemplo,
IgG, IgA, IgE e IgM y cualquiera de las subclases de isotipo, particularmente IgG1 e IgG4. En realizaciones
ejemplares, los anticuerpos comprenden fragmentos C-terminales de cadenas pesadas y ligeras de IgG1A humana.
Se entiende que, debido a la degeneracion del codigo genético, las secuencias de ADN listadas en la breve
descripcion de las Secuencias 1 son Unicamente representativas de acidos nucleicos que codifican las secuencias
de aminoacidos, péptidos y anticuerpos de interés, y no deben considerarse como limitantes.

Determinadas realizaciones de la divulgacién comprenden el dominio VH y/o VL del fragmento Fv de RK22.
Realizaciones adicionales comprenden una o mas regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de
cualquiera de estos dominios VH y VL. Una realizacion comprende un fragmento H3 del dominio VH de RK22. En
determinadas realizaciones, los dominios VH y VL de la invencion, son de la linea germinal, es decir, regiones marco
conservadas (FR) de estos dominios estan cambiados utilizando técnicas de biologia molecular convencionales para
coincidir con las secuencias de aminoacidos consenso de los productos génicos de la linea germinal humana. Esto
también se conoce como anticuerpo humanizado o de la linea germinal. En otras realizaciones, las secuencias
marco conservadas permanecen diferenciadas de la linea germinal. Los anticuerpos humanizados pueden
producirse usando ratones transgénicos que no pueden expresar genes de cadena pesada y ligera de
inmunoglobulina endégenos, pero pueden expresar genes de cadena pesada y ligera humana.

Un aspecto adicional de la invencion proporciona procedimientos para obtener un dominio de unién a antigeno de
anticuerpo especifico para GDF8. El experto apreciara que los anticuerpos de la invencion no se limitan a las
secuencias especificas de los dominios VH y VL como se indica en la Tabla 2, sino que también incluyen variantes
de estas secuencias que conservan la capacidad de unién con el antigeno. Dichas variantes pueden derivarse de las
secuencias proporcionadas usando técnicas conocidas en la materia. Las sustituciones, deleciones o adiciones de
aminodcidos pueden realizarse tanto en las FR como en las CDR. Aunque los cambios en las regiones marco
conservadas se disefian normalmente para mejorar la estabilidad y reducir la inmunogenicidad del anticuerpo, los
cambios en las CDR normalmente se disefian para aumentar la afinidad del anticuerpo por su diana. Dichos cambios
que aumentan la afinidad se determinan tipicamente de manera empirica alterando la CDR y ensayando el
anticuerpo. Dichas alteraciones pueden realizarse de acuerdo con procedimientos descritos en, por ejemplo,
Antibody Engineering, 22 edicién Borrebaeck, Oxford University Press, 1995.

Por tanto, los anticuerpos o proteina de unién a antigeno (o fragmentos de los mismos) de la invencion también
incluyen aquellos que interaccionan especificamente con GDF8 y tienen mutaciones en los dominios constantes de
las cadenas pesada y ligera. A veces es deseable mutar e inactivar determinados fragmentos del dominio constante.
Por ejemplo, las mutaciones en el dominio constante pesado son a veces deseables para producir anticuerpos con
unién reducida al receptor de Fc (FcR) y/o complemento; dichas mutaciones son bien conocidas en la técnica. Un
experto en la técnica también reconocera que la determinacién de qué fragmentos activos de las subunidades CL y
CH son necesarios dependera de la aplicacién en la que se aplique el anticuerpo de la invencién. Por ejemplo, los
fragmentos activos de las subunidades CL y CH que estan implicados con su unién covalente entre si, seran
importantes en la generacién de un anticuerpo intacto.

El procedimiento para crear un dominio VH que es una variante de secuencia de aminoacidos de un dominio VH
expuesto en el presente documento comprende una etapa de afadir, eliminar, sustituir o insertar uno o mas
aminoacidos en la secuencia de aminoacidos del dominio VH descrito en el presente documento, combinando
opcionalmente el dominio VH proporcionado de este modo con uno o mas dominios VL, y ensayar el dominio VH o la
combinacion o combinaciones VH/VL con respecto a la interaccién especifica con GDF8 y (preferentemente)
ensayar la capacidad de dicho dominio de unioén a antigeno para modular una o mas actividades asociadas a GDF8.
El dominio VL puede tener una secuencia de aminoacidos que es sustancialmente como se expone en el presente
documento. Puede emplearse un procedimiento analogo en el que una o mas variantes de secuencias de un
dominio de VL desvelado en el presente documento se combinan con uno 0 mas dominios VH.
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Un aspecto adicional de la divulgacion proporciona un procedimiento de preparacion de un fragmento de unién a
antigeno que interacciona especificamente con GDF8. El procedimiento comprende: proporcionar un repertorio de
acidos nucleicos de partida que codifican un dominio VH que bien incluye una CDR, por ejemplo, CDR3, a
reemplazar o un dominio VH que carezca de una CDR, por ejemplo, CDRS, regién codificante; combinar el repertorio
con un acido nucleico donador que codifique una CDR donadora de la invencién (por ejemplo, un acido nucleico
donador que codifique una CDR que comprenda un fragmento activo de las SEC ID N2 14, 16, 17 y 18 de tal
manera que el acido nucleico donador se inserte en la region CDR, por ejemplo, CDR3, en el repertorio para
proporcionar un repertorio de productos de acidos nucleicos que codifiquen un dominio VH; expresar los acidos
nucleicos del repertorio producto; seleccionar un fragmento de unidén a antigeno especifico para GDF8; y recuperar
el fragmento de unién a antigeno especifico o acido nucleico que lo codifica. De nuevo, puede emplearse un
procedimiento analogo en el que una CDR de VL (por ejemplo, L3) de la invencién se combina con un repertorio de
acidos nucleicos se codifican un dominio VL, que bien incluye una CDR a reemplazar o que carece de una regién
codificante de CDR.

Una secuencia codificante de una CDR de la invencion (por ejemplo, CDR3) puede introducirse en un repertorio de
dominios variables que carecen de una CDR (por ejemplo, CDR3), usando tecnologia de ADN recombinante. Por
ejemplo, Marks y col. ((1992) Bio/Technology 10: 779-83) describen procedimientos de produccién de repertorios de
anticuerpos o de dominios variables de proteina de unién a antigeno en los que los cebadores consenso dirigidos a
0 adyacentes al extremo 5’ del area del dominio variable se usan junto con cebadores consenso de la tercera regién
marco conservada de genes VH humanos para proporcionar un repertorio de dominios variables VH que carezcan
de una CDRS3. EIl repertorio puede combinarse con una CDR3 de un anticuerpo particular. Usando técnicas
andlogas, las secuencias derivadas de CDR3 de la presente invencion pueden redistribuirse con repertorios de
dominios VH o VL que carezcan de una CDRS3, y combinarse los dominios VH o VL completos redistribuidos con un
dominio VL o VH afin para proporcionar fragmentos de unién a antigeno especificos de la invencion. El repertorio
puede posteriormente presentarse en un sistema hospedador adecuado, tal como el sistema de presentacién de
fagos del documento WO 92/01047, de manera que puedan seleccionarse fragmentos de unién a antigeno
adecuados.

La redistribucion o técnicas de combinacion analogas también las desvela Stemmer ((1994) Nature 370: 389-91),
que describe una técnica en relacion a un gen de B-lactamasa pero observa que la estrategia puede usarse para la
generacién de anticuerpos. Una alternativa adicional es generar nuevos dominios VH o VL que lleven una secuencia
derivada de CDR de la invencion usando mutagénesis al azar de uno o mas genes VH y/o VL seleccionados para
generar mutaciones dentro de todo el dominio variable. Dicha técnica se describe en Gram y col. ((1992) Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 89: 3576-80) utilizando PCR propensa a errores. Otro procedimiento que puede usarse para
generar nuevos anticuerpos o fragmentos de los mismos es la mutagénesis dirigida contra las CDR de genes de VH
o VL. Dichas técnicas se desvelan en Barbas y col. ((1994) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91: 3809-13) y en Schier y
col. ((1996) J. Mol. Biol. 263: 551-67).

De manera similar, una, dos, o las tres CDR pueden injertarse en un repertorio de dominios VH o VL, que después
se exploran con respecto a un companero de union especifico o fragmentos de unién especificos para GDF8. Una
parte sustancial de un dominio variable de inmunoglobulina comprendera al menos las CDR vy, opcionalmente, sus
regiones marco conservadas intervinientes de los fragmentos de anticuerpo como se expone en el presente
documento. La parte también incluira al menos aproximadamente el 50 % de cualquiera o ambas FR1 y FR4, siendo
el 50 % el 50 % del C-terminal de la FR1 y el 50 % del N-terminal de FR4. Restos adicionales en el extremo N-
terminal o C-terminal de la parte sustancial del dominio variable pueden ser aquellos no habitualmente asociados
con dominios variables de origen natural. Por ejemplo, la construccion de anticuerpos especificos o fragmentos de
proteina de unidén a antigeno de la presente invencion fabricados por técnicas de ADN recombinante pueden dar
como resultado la introduccién de restos N o C-terminales codificados por engarces introducidos para facilitar la
clonacion u otras etapas de manipulacién. Otras etapas de manipulacién incluyen la introducciéon de engarces para
unir dominios variables de la invencién con secuencias de proteina adicionales que incluyen cadenas pesadas de
inmunoglobulina, otros dominios variables (por ejemplo, la produccién de diacuerpos) o marcadores de proteinas
como se analiza con més detalle mas adelante.

Aunque las realizaciones ilustradas en los Ejemplos comprenden un par “de emparejamiento” de dominios VH y VL,
la invencion también incluye fragmentos de unién que contienen un solo dominio variable, por ejemplo, un fragmento
dAb derivado de secuencias de dominio VH o VL, especialmente dominios VH. En el caso de cualquiera de los
dominios monocatenarios de unidn especifica, estos dominios pueden usarse para explorar dominios
complementarios que pueden formar un dominio de unién a antigeno especifico de dos dominios capaz de unirse a
GDF8. Esto puede realizarse por procedimientos de exploracion de presentacién de fagos usando la estrategia
combinatoria dual jerarquica como se desvela por ejemplo, en el documento WO 92/01047. En esta técnica, una
colonia individual que contiene un clon de cadena H o L se usa para infectar una biblioteca completa de clones que
codifican la otra cadena (L o H) y el dominio de unién a antigeno especifico bicatenaria resultante se selecciona de
acuerdo con las técnicas de presentacion de fagos, tales como las descritas en esa referencia. Esta técnica también
se desvela en Marks y col., citado anteriormente.

Los anticuerpos pueden conjugarse por procedimientos quimicos con radionuclidos, farmacos, macromoléculas u
otros agentes, y pueden prepararse como proteinas de fusién que comprendan una o mas CDR de la invencién.
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Un anticuerpo o proteina de fusién de unién a antigeno que contiene un par VH-VL en el que una de estas cadenas
(normalmente la VH) y otra proteina se sintetizan como una sola cadena polipeptidica. Estos tipos de productos
difieren de los anticuerpos en que generalmente tienen un elemento funcional adicional (por ejemplo, el resto activo
de una molécula pequefia o la caracteristica estructural molecular principal del conjugado o macromolécula
fusionada).

Ademas de los cambios en la secuencia de aminoacidos indicada anteriormente, los anticuerpos pueden
glucosilarse, pegilarse o unirse a albumina o a un polimero no proteico. Por ejemplo, los anticuerpos desvelados en
el presente documento pueden unirse a uno de una variedad de polimeros no proteicos, por ejemplo, polietilenglicol,
polipropilenglicol, o polioxialquilenos. Los anticuerpos pueden modificarse quimicamente, por ejemplo, para
aumentar su semivida circulante por conjugacion covalente con un polimero. En la técnica se conocen polimeros y
procedimientos ejemplares para unirlos con péptidos.

En otras realizaciones, el anticuerpo o proteina de union a antigeno puede modificarse para que tenga un modelo de
glucosilacién alterado (es decir, en relaciéon al modelo de glucosilacion original o nativo). Como se usa en el presente
documento, “alterado” significa que tiene uno o mas restos de carbohidrato eliminados y/o que tienen uno o mas
sitios de glucosilacién afnadidos al anticuerpo original. La adicién de sitios de glucosilaciéon a los anticuerpos
desvelados en el presente documento se realiza por procedimientos bien conocidos de alteracion de la secuencia de
aminoacidos para que contenga secuencias consenso de sitios de glucosilacion. Otro medio para aumentar el
numero de restos carbohidrato en los anticuerpos es por acoplamiento quimico o enzimatico de glucésidos a los
restos de aminodcidos del anticuerpo. La eliminacion de cualquier resto de carbohidrato presente en los anticuerpos
puede realizarse quimica o enzimaticamente como es conocido en la técnica.

Los anticuerpos de la invencién también pueden marcarse con un marcador detectable o funcional tal como 1311 o
99Tc, que puede unirse a los anticuerpos de la invenciéon usando quimica convencional conocida en la técnica. Los
marcadores también incluyen marcadores enzimaticos tales como peroxidasa de rabano picante o fosfatasa alcalina.
Los marcadores ademas incluyen restos quimicos tales como biotina, que pueden detectarse mediante la unién a un
resto detectable afin especifico, por ejemplo, avidina marcada.

La regiones marco conservadas (FR) estructurales pueden modificarse mas sustancialmente que las CDR sin
afectar de un modo adverso a las propiedades de unién de un anticuerpo. Los cambios en las FR incluyen, pero sin
limitacion, la humanizacion de una regién marco conservada derivada no humana o modificando por ingenieria
genética determinados restos marco conservados que son importantes para el contacto con el antigeno o para
estabilizar el sitio de unién, por ejemplo, cambiando la clase o subclase del dominio constante, cambiando los restos
de aminoacidos especificos que podrian alterar una funcion efectora tal como la unién al receptor de Fc (por
ejemplo, Lund y col. (1991) J. Immunol. 147: 2657-62; Morgan y col. (1995) Immunology 86: 319-24), o cambiando la
especie a partir de la cual deriva el dominio constante. Los anticuerpos pueden tener mutaciones en el dominio CH2
de la cadena pesada que reduzcan o alteren la funcion efectora, por ejemplo, unién al receptor de Fc y activacion del
complemento. Por ejemplo, los anticuerpos pueden tener mutaciones tales como las descritas en las Patentes de
Estados Unidos N¢ 5.624.821 y 5.648.260. Los anticuerpos también pueden tener mutaciones que estabilicen el
enlace disulfuro entre las dos cadenas pesadas de una inmunoglobulina, tales como mutaciones en la regién bisagra
de IgG4, como se desvela por ejemplo en Angal y col. (1993) Mol. Immunol. 30: 105-08.

Los polipéptidos y anticuerpos de la presente divulgacion también incluyen proteinas que son estructuralmente
diferentes de los polipéptidos y anticuerpos desvelados, por ejemplo, que tienen una secuencia alterada pero
sustancialmente las mismas propiedades bioquimicas que las de los polipéptidos y anticuerpos desvelados, por
ejemplo, que tienen cambios solamente en aminoacidos funcionalmente no esenciales. Dichas moléculas incluyen
variantes alélicas de origen natural y variantes modificadas deliberadamente por ingenieria genética que contienen
alteraciones, sustituciones, reemplazos, inserciones o deleciones. Los expertos en la técnica conocen bien técnicas
para realizar dichas alteraciones, sustituciones, reemplazos, inserciones o deleciones.

Los anticuerpos de la invencién pueden producirse adicionalmente usando animales no humanos transgénicos que
se modifican para producir anticuerpos completamente humanos en lugar de los anticuerpos endégenos del animal
en respuesta a la exposicion por un antigeno. Véase, por ejemplo, la Publicacion PCT WO 94/02602. Los genes
enddgenos que codifican las cadenas pesada y ligera de inmunoglobulina en el hospedador no humano se han
incapacitado, y los locus activos que codifican las inmunoglobulinas de cadena pesada y ligera humana se insertan
en el genoma del hospedador. Los genes humanos se incorporan, por ejemplo, usando cromosomas artificiales de
levadura que contienen los segmentos de ADN humano requeridos. Un animal que proporcione todas las
modificaciones deseadas se obtiene posteriormente como progenie por cruzamiento con animales transgénicos que
contengan menos del complemento entero de las modificaciones. Una realizaciéon de dicho animal no humano es un
ratén, y se denomina XENOMOUSE™ como se describe en las Publicaciones PCT WO 96/33735 y WO 96/34096.
Este animal produce linfocitos B que secretan inmunoglobulinas completamente humanas. Los anticuerpos pueden
obtenerse directamente del animal después de la inmunizacién con un inmunégeno de interés como, por ejemplo,
una preparacion de un anticuerpo policlonal, o como alternativa a partir de linfocitos B inmortalizados derivados del
animal, tales como hibridomas productores de anticuerpos monoclonales. Adicionalmente, los genes que codifican
las inmunoglobulinas con dominios variables humanos pueden recuperarse y expresarse para obtener los
anticuerpos directamente o pueden modificarse adicionalmente para obtener analogos de anticuerpos tales como,
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por ejemplo, moléculas Fv monocatenarias.

Por consiguiente, el término anticuerpo o la expresion proteina de unién a antigeno como se usa en el presente
documento incluye anticuerpos intactos, fragmentos de anticuerpos, por ejemplo fragmentos Fab, F(ab’)2, Fd, dAb y
scFv y anticuerpos intactos y fragmentos que se han mutado en sus dominios constante y/o variable (por ejemplo,
mutaciones que producen anticuerpos quiméricos, parcialmente humanizados o anticuerpos completamente
humanizados, asi como para producir anticuerpos con un rasgo deseado, por ejemplo, unién a GDF8 potenciada y/o
union a FcR reducida). Como tales, estos anticuerpos o proteina de unién a antigeno se incluyen en el ambito de la
invencion, siempre que el anticuerpo o la proteina de unién a antigeno interaccione especificamente con GDF8.

También pueden emplearse otras moléculas de union a proteinas para modular la actividad de GDF8. Dichas
moléculas de unién a antigeno incluyen productos inmunofarmacéuticos modulares pequefios (SMIP™) (Trubion
Pharmaceuticals, Seattle, WA). Los SMIP son polipéptidos monocatenarios compuestos de un dominio de unién
para una estructura afin tal como un antigeno, o un contrarreceptor o similar, un polipéptido de regién bisagra que
tenga o bien uno o ningun resto de cisteina, y dominios CH2 y CH3 de inmunoglobulina. Los SMIP y sus usos y
aplicaciones se describen por ejemplo en las Solicitudes de Patentes de Estados Unidos publicadas N°
2003/0118592, 2003/0133939, 2004/0058445, 2005/0136049, 2005/0175614, 2005/0180970, 2005/0186216,
2006/0202012, 2005/0202023, 2005/0202028, 2005/0202534 y 2005/0238646, y miembros de la familia de patentes
relacionadas de las mismas.

La capacidad de unién de un anticuerpo o proteina de unién a antigeno de la invencién puede medirse mediante los
siguientes procedimientos: andlisis Biacore, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), cristalografia de
rayos X, analisis de secuencias y mutagénesis de barrido como se describe en los Ejemplos dados mas adelante y
otros procedimientos que se conocen bien en la técnica. La capacidad de un anticuerpo o proteina de union a
antigeno de la invencién para inhibir, reducir y/o neutralizar una o mas actividades asociadas con GDF8 puede
medirse mediante la siguiente lista de procedimientos no limitantes: ensayos para medir la proliferacién de una linea
celular dependiente de GDF8; ensayos para medir la expresion de polipéptidos mediados por GDF8; ensayos para
medir la actividad de moléculas de sefalizacion corriente abajo; ensayos para probar la eficacia de un anticuerpo o
proteina de unién a antigeno de la invencién para prevenir trastornos musculares en un modelo animal relevante;
ensayos como los descritos en los Ejemplos dados mas adelante; y otros ensayos que son bien conocidos en la
técnica.

Un aspecto adicional de la divulgaciéon proporciona un procedimiento de seleccién de anticuerpos que pueden
interaccionar especificamente con GDF8, y/o antagonizar especificamente una o mas actividades de GDF8. El
procedimiento comprende: poner en contacto una pluralidad de anticuerpos con GDF8; seleccionar una segunda
pluralidad de anticuerpos que se unen a GDF8; ensayar la capacidad de la segunda pluralidad de anticuerpos para
unirse con otros miembros de la superfamilia de TGF-B; y seleccionar una tercera pluralidad de anticuerpos de la
segunda pluralidad de anticuerpos en los que la tercera pluralidad de anticuerpos se una con menos afinidad a otros
miembros de la sUper familia de TGF-f.

En otra realizacion, el procedimiento comprende adicionalmente las etapas de: ensayar la capacidad de la tercera
pluralidad de anticuerpos para antagonizar al menos una actividad de GDF8 (por ejemplo, impedir que GDF8 se una
al receptor de GDF8); y seleccionar anticuerpos que pueden antagonizar una o mas actividades de GDF8 (por
ejemplo, impedir la unién de GDF8 con su receptor).

Los anticuerpos anti-GDF8 de la invencion también pueden ser Utiles para el aislamiento, purificacion y/o deteccion
de GDF8 en el sobrenadante (o sobrenadantes), lisados celulares o en la superficie celular. Los anticuerpos
desvelados en la presente invencién pueden usarse para realizar diagnésticos para controlar niveles de proteina
GDF8 como parte de un procedimiento de ensayo clinico. Adicionalmente, los anticuerpos de la invencién pueden
usarse en tratamientos que requieran la neutralizacién y/o inhibicién de uno o mas trastornos asociados con GDF8,
por ejemplo, tratamientos para patologias relacionadas con los musculos. La presente invencién también
proporciona nuevos polinucledtidos aislados y purificados y polipéptidos relacionados con nuevos anticuerpos
dirigidos contra GDF8 humano. Los genes, polinucleétidos, proteinas y polipéptidos de la presente invencion
incluyen, pero sin limitacién, anticuerpos murinos y humanizados contra GDF8, por ejemplo, RK22 y variantes de los
mismos.

Polinucleotidos y polipéptidos recombinantes antagonistas.

La presente divulgacién proporciona adicionalmente como antagonistas especificos de GDF8 los &cidos nucleicos
aislados y purificados que codifican epitopos especificos contra GDF8, o péptidomiméticos o anticuerpos de los
mismos, como se ha descrito anteriormente. Los acidos nucleicos de acuerdo con la presente divulgacion pueden
comprender ADN o ARN y pueden ser total o parcialmente sintéticos. La referencia a una secuencia de nucleétidos
como se expone en el presente documento incluye moléculas de ADN con las secuencias especificadas o
equivalentes gendémicos, asi como moléculas de ARN con las secuencias especificadas en las que T se sustituye
por U, salvo que el contexto requiera otra cosa.

Los polinucleétidos aislados de la presente divulgacion, por ejemplo, las SEC ID N%: 3, 5, 7, 9, 11, 13 y 15 pueden

28



10

15

ES 2514518 T3

usarse como sondas de hibridacién y cebadores para identificar y aislar acidos nucleicos que tengan secuencias
idénticas a o similares a las que codifican los polinucledtidos descritos. Como ejemplo no limitante, los
polinucleétidos aislados que usan un anticuerpo o polinucleétidos de proteina de unién a antigeno de esta manera
pueden usarse, por ejemplo, para producir anticuerpos especificos contra GDF8 o para identificar células que
expresen dichos anticuerpos. Los procedimientos de hibridacion para identificar y aislar acidos nucleicos incluyen
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), hibridaciones de Southern, hibridacion in situ e hibridacion de Northen,
y son bien conocidos por los expertos en la técnica.

Las reacciones de hibridacién pueden realizarse en condiciones de distintas rigurosidades. La rigurosidad de una
reaccion de hibridacion incluye la dificultad con la cual cualquiera de las dos moléculas de acido nucleico se
hibridaran entre si. Preferentemente, cada polinucleétido de hibridacion hibrida con su polinucleétido
correspondiente en condiciones de rigurosidad reducida, mas preferentemente en condiciones rigurosas, y lo mas
preferentemente en condiciones de alta rigurosidad. Ejemplos de condiciones de rigurosidad se muestran en la
Tabla 3 a continuacién: las condiciones de alta rigurosidad son aquellas que son al menos tan rigurosas como por
ejemplo, condiciones A-F; las condiciones rigurosas que son al menos tan rigurosas como, por ejemplo, condiciones
G-L; y las condiciones de rigurosidad reducida son al menos tan rigurosas como, por ejemplo, las condiciones M-R.

TABLA 3
Condicion Hibrido Longitud del Temperatura de hibridacion y Temperatura de
hibrido (pb) 1 Tampén 2 lavado y Tampon 2
A > 50 65 °C; 1 X SSC -o0- 42 °C; 1X | 65 °C; 0,3X SSC
ADN: ADN SSC, 50 % formamida
B ADN: ADN | <50 TB*; 1X SSC TB*; 1X SSC
C ADN: ARN | >50 61 °C; 1 X SSC -o- 45 °C; 1X | 67 °C; 0,3X SSC
SSC, 50 % formamida
D ADN: ARN | <50 TD*; 1X SSC TD*; 1X SSC
E ARN: ARN | >50 70 °C; 1X SSC -0- 50 °C; 1X SSC, | 70 °C; 0,3X SSC
50 % formamida
F ARN: ARN | <50 TF*; 1X SSC TF*; 1X SSC
G ADN: ADN | >50 65 °C; 4X SSC -0- 42 °C; 4X SSC, | 65°C; 1 X SSC
50 % formamida
H ADN: ADN | <50 TH*; 4X SSC TH*; 4X SSC
I ADN: ARN | >50 67 °C; 4X SSC -0- 45 °C; 4X SSC, | 67 °C; 1X SSC
50 % formamida
J ADN: ARN | <50 TJ*; 4X SSC TJ*; 4X SSC
K ARN: ARN | >50 70 °C; 4X SSC -0- 50 °C; 4X SSC, | 67*C; 1X SSC
50 % formamida
L ARN: ARN | <50 TL*; 2X SSC TL*; 2X SSC
M ADN: ADN | >50 50 °C; 4X SSC -0- 40 °C; 6X SSC, | 50 °C; 2X SSC
50 % formamida
N ADN: ADN | <50 TN*; 6X SSC TN*; 6X SSC
(0] ADN: ARN | >50 55 2C; 4X SSC -0- 42 °C; 6X SSC, | 55 °C; 2X SSC
50 % formamida
P ADN: ARN | <50 TP*; 6X SSC TP*; 6X SSC
Q ARN: ARN | >50 60 °C; 4X SSC -0- 45 °C; 6X SSC, | 60 °C; 2X SSC
50 % formamida
R ARN: ARN | <50 TR*; 4X SSC TR*; 4X SSC
1 La longitud del hibrido la que se espera para regiones hibridadas de los polinucléotidos hibridantes. Cuando
se hibrida un polinucleétido con un polinucleétido diana de secuencia desconocida, la longitud del hibrido se
supone que es la del polinucleétido hibridante. Cuando los polinucleétidos de secuencia conocida se hibridan,
la longitud del hibrido puede determinarse alineando las secuencias de los polinucleétidos e identificando la
region o regiones de complementariedad de secuencia éptima.
2 SSPE (1xSSPE es NaCl 0,15 M, NaH,PO4 10 mM y EDTA 1,25 mM, pH 7,4) puede sustituirse por SSC
(1xSSC es NaCl 0,15 M y citrato sodico 15 mM) en los tampones de hibridacién y lavado; los lavados se
realizan durante 15 minutos después de completar la hibridacién.
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TB* - TR*: La temperatura de hibridacién para los hibridos que se anticipa que son de menos de 50 pares de bases
de longitud debe ser de 5-10 °C menos que la temperatura de produccién (Tm) del hibrido, donde Tm se determina
de acuerdo con las siguientes ecuaciones. Para los hibridos de menos de 18 pares de bases de longitud, Tm (°C) =
2(n® de A + bases de T) + 4(n® de G + bases de C). Para los hibridos de entre 18 y 49 pares de bases de longitud,
Tm (°C) = 81,5 + 16: 6(log10Na+) + 0,41(%G + C) - (600/N), donde N es el nimero de bases en el hibrido, y Na+ es
la concentracién de iones de sodio en el tampdn de hibridacion (Na+ para 1X SSC= 0,165 M).

Los ejemplos adicionales de condiciones de rigurosidad para la hibridacion de polinucleétidos se proporcionan en
Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cap. 9 y 11, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, NY (1989), y Ausubel y col., eds., Current Protocol in Molecular Biology, Secc. 2.10 y 6.3-6.4, John
Wiley & Sons, Inc. (1995).

Los polinucleétidos aislados de la presente divulgacién pueden usarse como sondas y cebadores de hibridacion
para identificar y aislar ADN que tengan secuencias que codifican variantes alélicas de los polinucleétidos
desvelados. Las variantes alélicas son formas alternativas de origen natural de los polinucleétidos desvelados que
codifican polipéptidos que son idénticos a o tienen una similaridad significativa con los polipéptidos codificados por
los polinucleétidos desvelados. Preferentemente, las variantes alélicas tienen al menos un 90 % de identidad de
secuencia (mas preferentemente, al menos un 95 % de identidad; lo mas preferentemente, al menos un 99 % de
identidad) con los polinucleétidos desvelados.

Los polinucledtidos aislados de la presente divulgacion también pueden usarse como sondas y cebadores de
hibridacion para identificar y aislar ADN que tengan secuencias que codifican polipéptidos homoélogos a los
polinucleétidos desvelados. Estos homoélogos son polinucleétidos y polipéptidos aislados a partir de una especie
diferente que aquélla de los polipéptidos y polinucleétidos desvelados, o dentro de la misma especie, pero con una
similaridad de secuencia significativa con los polinucleétidos y polipéptidos desvelados. Preferentemente, los
homélogos de polinucleétidos tienen al menos un 50 % de identidad de secuencia (mas preferentemente al menos
un 75 % de identidad; lo mas preferentemente al menos un 90 % de identidad) con los polinucleétidos desvelados,
mientras que los homoélogos de polipéptidos tienen al menos un 30 % de identidad de secuencia (mas
preferentemente al menos un 45 % de identidad; lo mas preferentemente al menos un 60 % de identidad) con los
anticuerpos/polipéptidos desvelados. Preferentemente, los homdlogos de los polinucledtidos desvelados y
polipéptidos son aquéllos aislados a partir de especies de mamiferos.

Los polinucledtidos aislados de la presente divulgacion también pueden usarse como sondas y cebadores de
hibridacion para identificar células y tejidos que expresan el epitopo (o los epitopos) especifico para GDF8 o
anticuerpos de la presente invencién y las condiciones en las que se expresan.

Adicionalmente, los polinucleétidos aislados de la presente divulgacién pueden usarse para alterar (es decir,
potenciar, reducir, 0 modificar) la expresion de los genes correspondientes a los polinucleétidos de la presente
divulgacién en una célula u organismo. Estos "genes correspondientes” son las secuencias de ADN genémico de la
presente divulgacién que se transcriben para producir los ARNm a partir de los cuales los polinucleétidos de la
presente divulgacién se derivan.

La expresion alterada de secuencias relacionadas con la divulgacion en una célula u organismo puede lograrse
mediante el uso de varios polinucleétidos inhibidores, tales como polinucleétidos antisentido, ribozimas que se unen
y/o escinden el ARNm transcrito a partir de los genes de la invencion, oligonucleétidos que forman tripletes que se
dirigen a regiones reguladoras de los genes, y ARN pequefo de interferencia que causa degradacion especifica de
secuencia del ARNm diana (por ejemplo, Galderisi y col. (1999) J. Cell. Physiol. 181: 251-57; Sloud (2001) Curr. Mol.
Med. 1: 575-88; Knauert y Glazer (2001) Hum. Mol. Genet. 10: 2243-51; Bass (2001) Nature 411: 428-29). Dichos
polinucleétidos inhibidores se consideran antagonistas de la divulgacion. Un experto en la técnica reconocera que
los polinucleétidos inhibidores de la divulgacion deben dirigirse contra el epitopo (o los epitopos) especifico para
GDF8 como se proporciona anteriormente (y no anticuerpos antagonistas de la invencién).

Los oligonucleétidos formadores de tripletes (TFO) incluidos por la presente divulgacion se unen en el surco mayor
de ADN duplex con elevada especificidad y afinidad (Knauert y Glazer, anteriormente mencionado). La expresion de
los genes de la presente divulgacion puede inhibirse dirigiendo los TFO complementarios a las regiones reguladoras
de los genes (es decir, las secuencias de promotor y/o potenciador) para formar estructuras de triple hélice que
evitan la transcripcion de los genes.

En una realizacion, los polinucleétidos inhibidores de la presente divulgacion son moléculas de ARN pequefio de
interferencia (ARNpi) (véase, por ejemplo, Galderisi y col. (1999) J. Cell Physiol. 181: 251-57; Sloud (2001) Curr.
Mol. Med. 1: 575-88). Estas moléculas de ARNpi son moléculas de ARN duplex cortas que causan la degradacion
especifica de secuencia de los ARNm diana. Esta degradacion se conoce como interferencia de ARN (ARNi) (por
ejemplo, Bass (2001) Nature 411:428-29). Identificado originariamente en organismos inferiores, el ARNi se ha
aplicado de una manera efectiva a células de mamifero y se ha demostrado recientemente que evita la hepatitis
fulminante en ratones tratados con moléculas de ARNpi dirigidas a ARNm de Fas (Song y col. (2003) Nature Med.
9:347-51). Ademas, se ha divulgado recientemente que el ARNpi dispensado intratecalmente bloquea las
respuestas de dolor en dos modelos (modelo de dolor inducido por agonista y modelo de dolor neuropético) en la
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rata (Dom y col. (2004) Nucleic Acids Res. 32(5): e49).

La estructura de duplex de las moléculas de ARNpi puede comprender una o mas hebras de ARN polimerizado, es
decir, la estructura de duplex puede formarse por una sola hebra autocomplementaria que comprende un bucle de
horquilla o dos hebras complementarias, también se ha descubierto que secuencias de ARNpi con inserciones,
deleciones, y mutaciones simples puntuales en relacion a las secuencias diana también son efectivas en la inhibicidén
de la expresion de la secuencia diana (Fire y col., Patente de los Estados Unidos 6.506.559). Por consiguiente, se
prefiere que las moléculas de ARNpi comprendan una secuencia de nucleétidos con identidad de secuencia
sustancial a al menos una porcion del ARNm correspondiente a un epitopo diana especifico de GDF8. Por ejemplo,
la regiéon duplex de una molécula de ARNpi puede tener una identidad de secuencia mayor del 90 %, y
preferentemente un 100 % de identidad de secuencia, con al menos una porcién del ARNm correspondiente al
epitopo especifico de GDF8 diana. Como alternativa, puede definirse la identidad de secuencia sustancial como la
capacidad de al menos una hebra de la region diplex de la molécula de ARNpi para hibridar con al menos una
porcién del epitopo especifico de GDF8 diana bajo al menos, por ejemplo, condiciones rigurosas definidas como
condiciones G-L en la Tabla 3 anterior. En una realizacién preferente pero no limitante de la divulgacion la molécula
de ARNpi hibrida con al menos una porcion de el epitopo especifico de GDF8 diana en condiciones de elevada
rigurosidad, por ejemplo, aquéllas que son al menos tan rigurosas como, por ejemplo, las condiciones A-F en la
Tabla 3 anterior. La longitud de las secuencias de nucleétidos sustancialmente idénticas puede ser al menos de 10,
15, 19, 21, 23, 25, 50, 100, 200, 300, 400, o 500 nucledtidos, preferentemente 19-27 nucleétidos y mas
preferentemente de 19 o 21 nucledtidos (véase Fire, y col., anteriormente mencionado).

Los polinucleétidos inhibidores pueden disefiarse en base a criterios bien conocidos en la técnica (por ejemplo,
Elbashir y col. (2001) EMBO J. 20: 6877-88) y/o usando algoritmos bien conocidos (por ejemplo, algoritmos
disponibles publicamente). Por ejemplo, la porcion diana de un polinucleétido inhibidor de la invencién (por ejemplo,
la regién duplex de una molécula de ARNpi) debe empezar preferentemente con AA (lo mas preferido), TA, GA, o
CA; una molécula de ARNpi de la invencién debe comprender preferentemente una secuencia en la que la relacién
de GC es 45-55 %; una molécula de ARNpi de la invencion preferentemente no debe contener tres de los mismos
nucleotidos seguidos; y una molécula de ARNpi de la invencion preferentemente no debe contener siete G/C
mezclados seguidos. En base a estos criterios, o en otros criterios conocidos (por ejemplo, Reynolds y col. (2004)
Nat. Biotechnol. 22: 326-30), las moléculas de ARNpi que se dirigen a un epitopo especifico de GDF8 pueden
disefarse por un experto en la técnica. Por ejemplo, en una realizacion, una molécula de ARNpi puede tener y/o
consistir esencialmente en una secuencia de nucleotidos seleccionada del grupo que consiste en la secuencia de
nucleétidos de SEC ID N¢: 3, las secuencia de nucleétidos de SEC ID N¢: 5, la secuencia de nucleétidos de SEC ID
N¢: 7, la secuencia de nuclettidos de SEC ID N2: 9, la secuencia de nucleétidos de SEC ID N2 11 y fragmentos de
las mismas. En esta realizacién una molécula de ARNpi ademas comprende el complemento de la secuencia de
nucleotidos de SEC ID N2: 3, el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEC ID N2: 5, el complemento de la
secuencia de nucleétidos de SEC ID N2: 7, el complemento de la secuencia de nucle6tidos de SEC ID N2: 9, el
complemento de la secuencia de nuclettidos de SEC ID N%: 11 y los complementos de fragmentos de las mismas.

Por ejemplo, las moléculas de ARNpi pueden generarse hibridando dos moléculas de ARN monocatenarias
complementarias juntas (Fire y col., anteriormente mencionado) o mediante el uso de una molécula de ARN en
horquilla simple que se pliegan sobre si misma para producir la porcién bicatenaria requerida (Yu y col. (2002) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 99: 6047-52). Las moléculas de ARNpi pueden sintetizarse quimicamente (Elbashir y col.
(2001) Nature 411: 494-98) o producirse por transcripcion in vitro usando patrones de ADN monocatenario (Yu y col.,
anteriormente mencionado). Como alternativa, las moléculas de ARNpi pueden producirse biol6égicamente, ya sea
de manera transitoria (Yu y col., anteriormente mencionado; Sui y col. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99: 5515-
20) o de manera estable (Paddison y col. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99: 1443-48), usando un vector (0
vectores) de expresion, descrito a continuacion, que comprende polinucleétidos en orientacion sentido y/o
antisentido en relacion a su promotor. Puede usarse ARN polimerasa recombinante para la transcripcién in vivo o in
vitro, o la ARN polimerasa enddgena de una célula modificada puede mediar la transcripcion in vivo. Recientemente,
la reduccion de niveles de ARNm diana en células humanas primarias, de una manera eficiente y especifica de
secuencia, se ha demostrado usando vectores adenovirales que expresan ARN en horquilla, que se procesan
adicionalmente en moléculas de ARNpi (Arts y col. (2003) Genome. Res. 13: 2325-32).

Los polinucleétidos inhibidores pueden construirse usando reacciones de sintesis quimica y ligaciéon enzimatica
incluyendo procedimientos bien conocidos en la técnica. Las uniones de nucledsidos de polinuclettidos sintetizados
quimicamente pueden modificarse para potenciar su capacidad para resistir la degradacion mediada por nucleasas,
evitar una respuesta general de panico en algunos organismos que se genera por ARN duplex, y/o para aumentar su
especificidad de secuencia. Dichas modificaciones de unién incluyen, pero sin limitacién, fosforotioato,
metilfosfonato, fosforoamidato, boranofosfato, morfolino, y uniones de &cidos nucleicos peptidicos (PNA) (Galderisi y
col., anteriormente mencionado; Heasman (2002) Dev. Biol. 243: 209-14; Micklefield (2001) Curr. Med. Chem.
8:1157-79).

Como se describe anteriormente, los polinucleétidos aislados, o porciones continuas de los mismos, relacionados
con la presente invencidn pueden unirse operativamente en orientacion sentido o antisentido a una secuencia de
control de expresion y/o ligarse en un vector de expresidon para la expresion recombinante de los polinucleétidos
inhibidores (por ejemplo, moléculas de ARNpi) de la invencién.
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La presente divulgacién también proporciona construcciones en forma de plasmidos, vectores, casetes de
transcripcion o expresion que comprenden al menos un acido nucleico de la divulgacion como los anteriores.

Los polinucledtidos aislados de la presente divulgacién pueden unirse operativamente a una secuencia de control de
la expresion para la produccién recombinante de los epitopos especificos (por ejemplo, como miméticos de
péptidos) o anticuerpos de la presente invencidon. Adicionalmente, un experto en la técnica reconocera que los
polinucleétidos que codifican la proteina de unién a antigeno o anticuerpo de la presente divulgacion pueden unirse
operativamente a secuencias de nucleétidos bien conocidas que codifican el dominio constante de varios isotipos de
anticuerpos. Por ejemplo, un polinucleétido de la invencién que codifica un dominio variable de cadena ligera de la
invencién (por ejemplo, polinucleétidos con una secuencia de nucleétidos expuesta como SEC ID N2 15 pueden
unirse operativamente a una secuencia de nucleétidos que codifica el dominio constante (o derivados del mismo), o
bien una cadena ligera k¥ o una cadena ligera A, de tal forma que la expresién de los nucleétidos unidos de como
resultado una cadena ligera kappa o lambda completa con un dominio variable que interactia especificamente con
y/o antagoniza especificamente con GDF8. De manera similar, un polinucleétido de la invencion que codifica un
dominio variable de cadena pesada de la invencién (por ejemplo, a polinucleétido con una secuencia de nucleétidos
expuesta como SEC ID N¢: 13 puede unirse operativamente a una secuencia de nucleétidos que codifica el dominio
constante de un isotipo de cadena pesada (o derivados del mismo), por ejemplo, IgM, IgD, IgE, IgG e IgA. Los
procedimientos generales para expresar proteinas recombinantes son bien conocidos en la técnica. Dichas
proteinas recombinantes pueden expresarse en forma soluble para su uso en el tratamiento de trastornos
relacionados con GDF8. Los vectores de expresién recombinante de la invencion pueden portar secuencias
adicionales, tales como secuencias que regulan la replicacion del vector en las células hospedadoras (por ejemplo,
origenes de replicacion), secuencias marcadoras como histidina, y genes de marcadores de seleccion. El gen de
marcador de seleccion facilita la seleccién de las células hospedadoras en las que el vector se ha introducido. Por
ejemplo, el gen marcador de seleccion confiere tipicamente resistencia a farmacos, tales como G418, higromicina o
metotrexato, en una célula hospedadora en la que el vector se ha introducido. Los genes marcadores de seleccion
preferidos incluyen el gen de dihidrofolato reductasa (DHFR) (para su uso en células hospeadoras dhfr con
seleccién/amplificacién de metotrexato) y el gen neo (para la seleccién de G418).

Se pueden elegir o construir vectores adecuados, que contienen secuencias reguladoras apropiadas, incluyendo
secuencias de promotor, secuencias de terminacién, secuencias de poliadenilacién, secuencias de potenciador,
genes marcadores y otras secuencias segun sea necesario. Los vectores pueden ser plasmidos o virales, por
ejemplo, fagos, o fagémidos, segin sea necesario. Para mas detalles véase, por ejemplo, Molecular Cloning: a
Laboratory Manual: 22 ed., Sambrook y col., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. Varias técnicas conocidas y
protocolos para la manipulacion de acidos nucleicos, por ejemplo, en la preparacion de construcciones de acido
nucleico, mutagénesis, secuenciacion, introduccion de ADN en células y expresién génica, y andlisis de proteina, se
describen en detalle en Current Protocols in Molecular Biology, 22 ed., Ausubel y col. eds., John Wiley & Sons, 1992.

La presente invencion también proporciona una célula hospedadora que comprende una o mas de las
construcciones anteriores, por ejemplo, un acido nucleico recombinante que codifica cualquier epitopo especifico de
GDF8, CDR (H1, H2, H3, L1, L2, o L3), dominio VH, dominio VL, o fragmentos de unién a antigenos especificos
como se proporciona en el presente documento, forma un aspecto de la presente invencion.

La presente invenciéon también incluye un procedimiento para producir un péptido mediante la expresién de la
proteina a partir del acido nucleico codificante en una célula hospedadora. La expresion puede lograrse cultivando
células hospedadoras recombinantes que contienen el &cido nucleico en condiciones apropiadas.

Una variedad de lineas celulares son células hospedadoras adecuadas para la expresion recombinante de los
polipéptidos y anticuerpos de la presente invencion. Las lineas celulares hospedadoras de mamifero incluyen pero
sin limitacién a: células COS, células CHO, células 293T, células A431, células 3T3, células CV-1, células Hela,
células L, células BHK21, células HL-60, células U937, células HakK, células Jurkat asi como cepas celulares
derivadas del cultivo in vitro de tejido primario y explantes primarios. Dichas células hospedadoras también permiten
el empalme de los polinucleétidos de la invencion que consisten en ADN gendémico.

Como alternativa, puede ser posible producir recombinantemente los polipéptidos y anticuerpos de la presente
invencion en eucariotas inferiores tales como levaduras o en procariotas. Las cepas de levaduras potencialmente
adecuadas incluyen pero sin limitacion Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, cepas de
Kluyveromyces, y cepas de Candida. Las cepas bacterianas potencialmente adecuadas incluyen Escherichia coli,
Bacillus subtilis, y Salmonella typhimurium. Si los polipéptidos de la presente invencién se producen en levaduras o
bacterias, puede ser necesario modificarlos mediante, por ejemplo, fosforilacién o glucosilacion de los sitios
adecuados, para obtener proteinas funcionales. Dichas uniones covalentes pueden lograrse usando procedimientos
quimicos o enzimaticos bien conocidos.

Los polipéptidos y anticuerpos de la presente invencién también pueden producirse recombinantemente uniendo
operativamente los polinucledtidos aislados de la presente invencién a secuencias de control adecuadas en uno o
mas vectores de expresion de insecto, tales como vectores de baculovirus, y empleando un sistema de expresion
celular de insecto. Los materiales y procedimientos para los sistemas de expresion de baculovirus/Sf9 estan
disponibles comercialmente en forma de kit (por ejemplo, el kit MAXBAC®, Invitrogen, Carlsbad, CA).
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Seguidamente a la expresion recombinante en las células hospedadoras apropiadas, los polipéptidos y anticuerpos
de la presente invencion pueden purificarse a partir del medio de cultivo o extractos celulares usando procedimientos
de purificacién conocidos, tales como filtracion en gel y cromatografia de intercambio idnico. La purificacion también
puede incluir cromatografia de afinidad con agentes conocidos para unirse a los polipéptidos y anticuerpos de la
presente invencion. Estos procedimientos de purificacién también pueden usarse para purificar los polipéptidos y
anticuerpos de la presente invencion a partir de origenes naturales.

Como alternativa, los polipéptidos y anticuerpos de la presente invencién pueden expresarse recombinantemente en
una forma que facilite la purificacion. Por ejemplo, los polipéptidos pueden expresarse como fusiones con proteinas
tales como proteina de unién a maltosa (MBP), glutation-5-transferasa (GST), o tiorredoxina (TRX). Los kits para la
expresion y purificacién de dichas proteinas de fusion estan disponibles comercialmente a través de New England
BioLabs (Beverly, MA), Pharmacia (Piscataway, NJ), e Invitrogen, respectivamente. Los polipéptidos y anticuerpos
de la presente invencién también pueden marcarse con un epitopo pequefio y a continuacion identificarse o
purificarse usando un anticuerpo especifico o proteina de unién a antigeno al epitopo. Un epitopo preferido es el
epitopo FLAG, que esta disponible comercialmente a través de Eastman Kodak (New Haven, CT).

Los polipéptidos y anticuerpos de la presente invencién también pueden producirse mediante sintesis quimica
convencional conocida. Los procedimientos para sintetizar quimicamente los polipéptidos y anticuerpos de la
presente invencién son bien conocidos para los expertos en la técnica. Dichos polipéptidos y anticuerpos
quimicamente sintéticos pueden poseer propiedades biolégicas en comin con los polipéptidos y anticuerpos
purificados naturales, y por lo tanto pueden emplearse como sustitutos biolégicamente activos o inmunolégicos para
los polipéptidos y anticuerpos naturales.

Un aspecto adicional de la presente invencion proporciona una célula hospedadora que comprende &cidos
nucleicos, polipéptidos, vectores, o anticuerpos y fragmentos de los mismos como se desvela en el presente
documento. Otro aspecto adicional mas proporciona un procedimiento que comprende introducir un acido nucleico
de la invencion en una célula hospedadora. La introducciéon puede emplear cualquier técnica disponible. Para células
eucariotas, las técnicas adecuadas pueden incluir transfeccion con fosfato de calcio, DEAE Dextrano,
electroporacion, transfeccion mediada por liposomas y transducciéon usando un retrovirus u otro virus, por ejemplo,
vaccinia o, para células de insecto, baculovirus. Para células bacterianas, las técnicas adecuadas pueden incluir
transformacién por cloruro de calcio, electroporacién e infeccion usando bacteriéfago.

La introduccion de acidos nucleicos puede estar seguida por causar o permitir la produccién de proteinas a partir del
acido nucleico, por ejemplo, cultivando las células hospedadoras en condiciones adecuadas para la expresion
génica. Dichas condiciones son bien conocidas en la técnica.

Los polinucleétidos inhibidores, epitopo (o epitopos) especifico de GDF8 (por ejemplo, como miméticos de péptidos
y/o inmunogenes), fragmentos especificos de anticuerpos o proteina de unién a antigeno, dominios VH, y/o dominios
VL y moléculas de &cido nucleico codificante y vectores de acuerdo con la presente invencion pueden
proporcionarse aislados y purificados, por ejemplo, a partir de su entorno natural en forma sustancialmente pura u
homogénea, o, en el caso de acidos nucleicos, libres o sustancialmente libres de acidos nucleicos o genes de origen
distinto del de la secuencia que codifica un polipéptido con la funcion requerida.

Procedimientos para Detectar y Cuantificar GDF8 en Muestras Biologicas

La presente divulgacion se refiere a procedimientos para detectar y cuantificar GDF-8 en muestras biolégicas. En
algunas realizaciones, los procedimientos comprenden inmunoensayos para detectar y cuantificar tanto GDF-8 libre
y total en suero, sangre y plasma. En un caso, los inmunoensayos proporcionan datos que son utiles como
biomarcadores de terapias anti-GDF-8. Especificamente, los inmunoensayos desvelados pueden usarse como
marcadores predictivos/prondsticos del resultado clinico inicial antes de la terapia anti-GDF-8, como un marcador de
exposicion a terapias anti-GDF-8, como un marcador de la eficiencia o respuesta a un farmaco anti-GDF-8, y como
un marcador diagndstico de la participacion de GDF-8 en un estado de enfermedad o proceso bioldgico concreto.

En concreto, los procedimientos proporcionan procedimientos diagnosticos y/o prondsticos para detectar,
diagnosticar, y predecir una enfermedad o trastorno asociado con GDF-8 en mamiferos con o en riesgo de
desarrollar una enfermedad o trastorno asociado con GDF-8. Los procedimientos son especialmente adecuados
para su uso en la evaluacién de la conveniencia de que pacientes humanos reciban agentes moduladores de GDF-
8, por ejemplo, aquéllos que se unen a GDF-8 o inhiben una actividad biol6gica de GDF-8.

En determinadas realizaciones, la divulgacion proporciona procedimientos para evaluar el progreso de individuos
que estan recibiendo agentes moduladores de GDF-8 o terapias anti-GDF-8. Por ejemplo, se proporcionan
procedimientos para evaluar la respuesta de un individuo a la terapia con un agente modulador de GDF-8. Para
evaluar la respuesta de un individuo a la terapia, los procedimientos de inmunoensayo pueden proporcionarse antes
de, durante, y después de la administracion del agente modulador de GDF-8. Los procedimientos para detectar la
presencia de GDF-8 en mamiferos que reciben en anticuerpo terapéutico MYO-029 también estan incluidos por la
divulgacion.
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En una realizacion, los procedimientos de inmunoensayo de la divulgacion detectan GDF-8 libre. Por ejemplo, GDF-
8 libre es GDF-8 que no se ha unido a proteinas de uniéon a GDF-8 o a agentes moduladores de GDF-8, tales como
anticuerpos de unién o neutralizacion de GDF-8. En otra realizacion, los procedimientos para detectar GDF-8 total,
por ejemplo GDF-8 libre mas cualquier GDF-8 unido estan incluidos.

Un individuo que tenga, o esté en riesgo de desarrollar, un trastorno relacionado con los musculos es un candidato
para los procedimientos proporcionados en el presente documento. La inhibicion de la actividad de GDF-8 aumenta
la masa muscular en individuos, incluyendo aquéllos que padecen trastornos asociados con los musculos. Una
variedad de trastornos se asocian con tejido muscular impedido funcionalmente, por ejemplo, distrofias musculares,
esclerosis lateral amiotréfica (ELA), atrofia muscular, atrofia de érganos, fragilidad, enfermedad pulmonar obstructiva
congestiva, insuficiencia cardiaca, sarcopenia, caquexia, y sindromes de pérdida muscular causados por otras
enfermedades y afecciones. Ademas, un individuo o mamifero que desea aumentar la masa muscular o fuerza
muscular, para aumentar el crecimiento o masa del tejido muscular en animales de granja, es un candidato para un
procedimiento proporcionado en el presente documento.

Un individuo que tenga, o esté en riesgo de desarrollar, un trastorno o afeccion del tejido adiposo, metabdlico, o
relacionado con los huesos es también un candidato para un procedimiento descrito en el presente documento.
Dichos trastornos o afecciones incluyen aquéllas asociadas con la homedstasis de la glucosa tales como, por
ejemplo, el desarrollo de diabetes de tipo 2, tolerancia a la glucosa impedida, sindromes metabdlicos (por ejemplo,
sindrome X), resistencia a la insulina inducida por trauma, tales como quemaduras o desequilibrio de nitrdgeno, y
trastornos del tejido adiposo (por ejemplo, obesidad) (Kim y col., Biochem. Blophys. Res. Comm. 281: 902-906
(2001)). Por ejemplo, GDF-8 modula la diferenciacién de preadipocitos a adipocitos (Id.) e inhibe la formacion de
adipocitos a partir de células precursoras mesenquimales y preadipocitos (Rebbapragada y col., Mol. Cell Bio.
23: 7230-7242 (2003)). La acumulacién de grasas se reduce tanto en ratones con inactivacion genémica de GDF-8 y
en ratones de tipo silvestre adultos en los que la proteina GDF-8 se ha administrado de manera sistémica
(McPherron y col., J. Clinical Invest. 109: 595-601 (2002); Zimmers y col., Science 296: 1486-1488 (2002)).

Otros usos para los procedimientos de la presente divulgacién seran evidentes para aquellos expertos en la técnica
y se ejemplifican adicionalmente a continuacion.

Inmunoensayos

Los inmunoensayos descritos en el presente documento son ELISA tipo sandwich que utiliza al menos dos
anticuerpos anti-GDF-8; uno presente como reactivo de captura de GDF-8 especifico para GDF8 y uno presente
como reactivo de deteccién de GDF-8 especifico para GDF8. Ambos anticuerpos son capaces de unirse a antigenos
de GDF-8 presentes en muestras bioldgicas. Uno de los anticuerpos reconoce preferentemente GDF-8 sobre BMP-
11. Ambos anticuerpos son capaces de reconocer y unirse a GDF-8. Ademas, en determinadas realizaciones, los
anticuerpos son capaces de unirse a GDF-8 que esta presente en cualquiera de sus formas biolégicas (por ejemplo,
GDF-8 activo, GDF-8 latente, GDF-8 unido a proteinas séricas, GDF-8 unido a anticuerpos neutralizantes anti-GDF-
8 MY0-029).

En determinadas realizaciones, el anticuerpo usado en el sujeto de ensayo es RK35 (véase SEC ID N2: 31-35 y
Solicitud de los Estados Unidos US2007/0087000) que es un anticuerpo monoclonal murino aislado que se une a
GDF-8. En algunas realizaciones, RK35 se utiliza como anticuerpo de captura. Los fragmentos de RK35 que se
unen a GDF-8 también pueden usarse en los procedimientos de la invencién.

En determinadas realizaciones, un segundo anticuerpo usado en el sujeto de ensayo es RK22, un anticuerpo
monoclonal murino aislado que se une a GDF-8. RK22 no se une a BMP-11, como se ejemplifica a continuacién. En
algunas realizaciones, RK22 se utiliza como reactivo de deteccién, en algunas realizaciones, se usa como reactivo
de captura. Los fragmentos de RK22 que se unen a GDF-8 también pueden usarse en los ensayos.

En otra realizacién, los inmunoensayos utilizan el anticuerpo MYO-029, que es un anticuerpo IgG1 anti-GDF-8
humano. MYO-029 (véase SEC ID N9 33 y 34, Solicitudes publicadas de los Estados Unidos 2006/0240488 y
2008/0240487), también pueden usarse para bloquear la deteccién de GDF-8 en los inmunoensayos para obtener
un nivel de fondo que pueda sustraerse de la sefal generada en la ausencia de MYO-029. Esta realizacion puede
emplearse para aumentar la sensibilidad y precisién del ensayo cuantitativo.

Los anticuerpos utiles en los procedimientos de la divulgacion también incluyen fragmentos de union a antigeno,
tales como, por ejemplo, fragmentos Fv, que consisten en los dominios VH y VL, fragmentos Fab (Fragmento de
union a antigeno), que consisten en los dominios VH-CH1 y VL-CL unidos covalentemente mediante una union
disulfuro entre las regiones constantes. Para otros fragmentos de union a antigeno posibles, y una revision de la
estructura del anticuerpo, véase: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, eds. Harlow y col., 1988.

Los cultivos de E. coli individualmente transformados con el vector fagémido pCANTAB6 que codifica MYO-029 de
scFv de linea no germinal se depositaron el 2 de Octubre de 2002, en la Coleccién Americana de Cultivos Tisulares
(American Tissue Culture Collection, ATCC) bajo los respectivos nimeros de Designacion de Depdsitos PTA-4741.
La direccion del depédsito es 10801 University Blvd, Manassas, VA 20110, EE.UU.
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Después de combinar la muestra que contiene GDF8 con el reactivo de captura cualquier componente no unido se
elimina mediante lavado, y los componentes a continuaciéon se ponen en contacto con una muestra sospechosa de
contener GDF-8 en condiciones adecuadas para la unién. Después de lavar para eliminar cualquier molécula no
unida, se afiade un segundo anticuerpo anti-GDF-8 en condiciones de unién adecuadas. Este segundo anticuerpo
se llama anticuerpo o reactivo de deteccion. El anticuerpo de deteccidén puede incluir un marcador detectable, y
unirse a moléculas que han reaccionado con el anticuerpo de captura. Por lo tanto, cualquier GDF-8 presente se
unira tanto al reactivo de captura unido a GDF-8 en la muestra, como al reactivo de anticuerpo de deteccién. Las
moléculas y componentes no unidos se eliminan mediante lavado. La presencia de un marcador por lo tanto indica la
presencia de GDF-8 en la muestra bioldgica.

Mas particularmente, puede usarse un procedimiento de ELISA sandwich. Una muestra biolégica que contiene o se
sospecha que contenga GDF-8 es un reactivo de captura especifico para GDF8. Después de un periodo de
incubacién suficiente para permitir la unién de GDF-8 al reactivo de captura, la placa (o las placas) puede lavarse
para eliminar los componentes no unidos y se afiade un componente de deteccién. Estas moléculas se dejan
reaccionar con cualquier muestra capturada de GDF-8, la placa se lava y se detecta la presencia del marcador
usando procedimientos bien conocidos en la técnica.

Los reactivos de ensayo anteriormente descritos, incluyendo el inmunoensayo con antigenos, asi como anticuerpos
a reaccionar con la muestra capturada, pueden proporcionarse en kits, con instrucciones adecuadas y otros
reactivos necesarios, para llevar a cabo inmunoensayos como los descritos anteriormente. El kit también puede
contener, dependiendo del uso concreto del inmunoensayo, marcadores adecuados y otros reactivos empaquetados
y materiales (por ejemplo, tampones de lavado). Los inmunoensayos, tales como los descritos anteriormente,
pueden llevarse a cabo usando estos kits.

Realizaciones Especificas de los inmunoensayos
Analisis de GDF-8 Libre

En una realizacién, la presente divulgacién comprende un procedimiento para detectar la presencia de GDF-8 libre
en una muestra biol6gica. Un ejemplo representativo de esta realizacién se ilustra en la Figura 21.

Como se usa en el presente documento, la expresion GDF-8 libre incluye GDF-8 que esta presente en su estado
maduro activo. GDF-8 maduro puede ser un monémero, dimero, u homodimero. GDF-8 libre no abarca GDF-8
latente (es decir, GDF-8 maduro asociado con propéptido de GDF-8), GDF-8 asociado con proteinas de uniéon a
GDF-8 o GDF-8 que esta asociado con agentes moduladores anti-GDF-8, tales como, por ejemplo, anticuerpos de
unién y neutralizacién de GDF-8.

En una realizacion, los procedimientos para detectar y cuantificar GDF-8 libre comprenden las siguientes etapas: (a)
combinar un anticuerpo de captura de GDF-8 y una muestra en condiciones que permitan que GDF-8, cuando esté
presente en la muestra bioldgica, se una a el uno o mas anticuerpos de captura formando un complejo de captura
anticuerpo-GDF-8; afadir un anticuerpo de deteccion en condiciones de formacién de complejo, en las que el
anticuerpo de deteccién se une al complejo de anticuerpo de captura-GDF-8; y (b) detectar los complejos formados
entre el complejo de anticuerpo de captura-GDF-8 y el anticuerpo de deteccién, si lo hay, como una indicacion de
GDF-8 en la muestra biologica.

El anticuerpo de deteccién o proteina de uniéon a antigeno puede ademas comprender un marcador detectable. En
algunos casos, el anticuerpo de deteccién no esta marcado y se utiliza un agente de deteccidon que reconoce
especificamente al anticuerpo de deteccién.

Analisis de GDF-8 total

En una realizacién, la presente divulgacién comprende un procedimiento para detectar la presencia de GDF-8 total
en una muestra biologica.

Como se usa en el presente documento, la expresion GDF-8 total incluye GDF-8 que esta presente en su forma
activa, madura y cualquier GDF-8 que se encuentre presente en su forma latente (es decir, GDF-8 maduro asociado
con propéptido de GDF-8), GDF-8 asociado con proteinas de unién a GDF-8, o GDF-8 que esta asociado con
agentes moduladores anti-GDF-8, tales como, por ejemplo, anticuerpos de unién y neutralizantes de GDF-8. Una
medida del GDF-8 total incluye una medida de GDF-8 que esta unido por el anticuerpo terapéutico MYO-029.

Disociacién de &cido

En una realizacién, los procedimientos para detectar y cuantificar GDF-8 total utilizan un procedimiento de
disociacion de acido, y comprenden las siguientes etapas: (a) combinar un anticuerpo de captura de GDF-8 con una
muestra biolégica en condiciones &cidas (entre aproximadamente pH 1,0 a aproximadamente pH 6,0,
preferentemente aproximadamente pH 2,5) que permiten a GDF-8, cuando esta presente en la muestra bioldgica,
unirse a uno o mas de los anticuerpos de captura formando un complejo anticuerpo de captura-GDF-8; afadir un
anticuerpo de deteccion del GDF-8 en condiciones de formacién de complejo, en las que el anticuerpo de deteccién

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2514518 T3

se une al complejo anticuerpo de captura-GDF-8; y (b) detectar los complejos formados entre el complejo anticuerpo
de captura-GDF-8 y el anticuerpo de deteccion, en caso de que esté presente, como una indicacién de GDF-8 en la
muestra bioldgica.

El anticuerpo de deteccion o proteina de uniéon a antigeno puede ademas comprender un marcador detectable. En
algunos casos, el anticuerpo de deteccion no esta marcado y se usa un agente de deteccion que reconoce
especificamente al anticuerpo de deteccién.

Disociacion por calor

En otra realizacion, los procedimientos para detectar y cuantificar el GDF-8 total utilizan un procedimiento de
disociacion por calor, y comprenden las siguientes etapas: (a) poner en contacto un anticuerpo de captura de GDF-8
o proteina de union a antigeno con una superficie de un soporte sélido; (b) calentar una muestra biolégica hasta al
menos 63 °C, tal como, por ejemplo, 65 °C, 70 °C, 75 °C, 80 °C, 85 °C o 90 °C; durante al menos 3 minutos, tal
como, por ejemplo, 5, 7, 9, 10, 12, 14 o 15 minutos y combinar una muestra biolégica con el soporte sélido en
condiciones que permitan que GDF-8, cuando esté presente en la muestra bioldgica, se una a uno o mas de los
anticuerpos de captura formando un complejo anticuerpo de captura-GDF-8; (c) afiadir un marcador de deteccion al
soporte solido de la etapa (b) en condiciones acidas de formacion de complejo, en las que el anticuerpo de deteccion
se une al complejo anticuerpo de captura-GDF-8; y (d) detectar los complejos formados entre el complejo de
anticuerpo de captura-GDF-8 y el anticuerpo de deteccién, en caso que se presente, como una indicaciéon de GDF-8
en la muestra biolégica.

El anticuerpo de deteccion o proteina de unién a antigeno puede comprender ademés un marcador detectable. En
algunos casos, el anticuerpo de deteccién no esta marcado y se utiliza un agente de deteccidon que reconoce
especificamente al anticuerpo de deteccién.

Unas realizaciones de este procedimiento se ilustran en la Figura 12, donde se muestra que el anticuerpo MYO-029
inhibe la sefal producida por el anticuerpo de deteccion (por ejemplo, RK22 biotinilado). De este modo, el fondo de
ensayo puede calcularse y restarse del valor obtenido en la etapa (d).

Realizaciones alternativas para el andlisis de GDF-8 libre y total

En determinadas realizaciones, el anticuerpo de captura se pone en contacto con la superficie de un soporte sélido,
0 un vaso de reaccion, por ejemplo estando unido covalentemente o no covalentemente a la superficie. El contacto
puede ser directo o indirecto. La superficie puede modificarse, por ejemplo mediante tratamiento quimico o de
radiacién para afectar las caracteristicas de unién de la superficie.

En determinadas realizaciones, después de poner en contacto el anticuerpo de captura con la muestra biologica y
lavarlo para retirar componentes no unidos, se pueden minimizar interacciones no especificas con una etapa de
bloqueo, en la que se afnade un tampdn que comprende al menos un agente bloqueante, tal como una proteina que
no se une especificamente a la diana, al vaso de reaccién. Los tampones de bloqueo pueden comprender tampones
de bloqueo disponibles comercialmente, suero, seroalbumina bovina, leche, caseina, gelatina, y/o detergentes no
i6nicos, por ejemplo. En algunas realizaciones, el vaso de reaccion se lava con un tampén a un pH de entre
aproximadamente 5 y aproximadamente 9, tal como un tampoén citrato, tampon fosfato, tampoén Tris o tampén
acetato. Como alternativa, el tampén estd aproximadamente entre pH 3,0 y pH 5,0, por ejemplo, en los
procedimientos de disociacion acida para detectar y cuantificar GDF-8 total.

La muestra biolégica a ensayar en los procedimientos de la invenciéon puede elegirse entre suero, sangre, plasma,
muestra de biopsia, muestra de tejido, suspensién celular, saliva, fluido oral, fluido cerebroespinal, fluido amniético,
leche, calostro, secrecion de la glandula mamaria, linfa, orina, sudor, fluido sinovial y fluido lacrimal. En
determinadas realizaciones, la muestra biolégica es un fluido. En algunas realizaciones, la muestra bioldgica se
selecciona entre sangre, suero y plasma. En realizaciones especificas, la muestra biolégica es suero de por ejemplo,
un humano, mono, rata, ratén, bovino, ovino, o suero de pollo.

En otras realizaciones, la muestra bioldgica se aisla de un individuo o individuos y se trata opcionalmente antes del
ensayo. Por ejemplo, la muestra puede diluirse. El tampén de dilucion puede comprender opcionalmente una
cantidad constante de una muestra bioldgica de control, seleccionada para corresponder con la muestra biologica de
ensayo, por ejemplo para controlar los efectos de fondo o interferencia en la matriz de muestra. En una realizacién,
una muestra de ensayo de plasma humano se diluye en tampén THST (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, que contiene glicina
1,0 mM, NaCl 0,5 My Tween 20® al 0,05 % (v/v)) 1: 8 veces, y se preparan diluciones de la muestra biolégica por
debajo de 8 veces en THST mas suero humano al 12,5 % que se ha empobrecido en GDF-8. Una muestra biolégica
puede diluirse aproximadamente 2, 4, 5, 8, 10, 12, 14, 15, 16, 32, 64 o0 128 veces. En otras realizaciones, una
muestra bioldgica se diluye en serie 1: 1,5 0 1: 1,6 para obtener un intervalo de puntos de datos que permita la
verificacion de la linearidad dilucional y efectos de matriz. Para algunas matrices de muestras biolégicas, se puede
seleccionar una dilucién en la que se optimizan la interferencia de matriz y la sensibilidad del ensayo.

El diluyente no esta particularmente restringido pero puede comprender suero, incluyendo por ejemplo, suero
humano, suero humano que se ha empobrecido en GDF-8, suero de raton, suero de ratén que se ha empobrecido
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en GDF-8, agua desionizada o varios tampones que tienen accién de tampon en el intervalo de pH de
aproximadamente 3,0 a pH aproximadamente 9,0, dependiendo de si el ensayo se va a llevar a cabo en condiciones
acidas o no. Para el analisis de GDF-8 libre, llevado a cabo a pH neutro, el pH es aproximadamente de 6,5 a
aproximadamente 8,5, de aproximadamente 6,5 a aproximadamente 7,0, de aproximadamente 7,0 a
aproximadamente 7,5, de aproximadamente 7,5 a aproximadamente 8,0 o de aproximadamente 8,0 a
aproximadamente 8,5 (por ejemplo tampon citrato, tampoén fosfato, tampdn Tris, tampdn acetato o tampoén borato).
Para el analisis de GDF-8 total, llevado a cabo a un pH &cido, el pH es, por ejemplo, de aproximadamente 1,0 a
aproximadamente 2,5, de aproximadamente 2,5 a aproximadamente 5,5, de aproximadamente 2,5 a
aproximadamente 3,0, de aproximadamente 3,0 a aproximadamente 3,5, de aproximadamente 3,5 a
aproximadamente 4,0, de aproximadamente 4,0 a aproximadamente 4,5 o de aproximadamente 4,5 a
aproximadamente 5,5, de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 6,5.

En algunas realizaciones, la muestra bioldégica puede fraccionarse opcionalmente o concentrarse usando
procedimientos bien conocidos y después afiadirse a un ensayo como se describe en el presente documento para
detectar GDF-8. El fraccionamiento (incluyendo purificacién) o concentracién puede usarse, por ejemplo, si la
interferencia de matriz limita la deteccién de un agente que modula GDF-8 en el ensayo. Las técnicas de
fraccionamiento y concentracion incluyen, pero no estan limitadas a, centrifugacién, precipitacion por sulfato de
amonio, precipitacién por polietilenglicol, precipitacion por acido tricloroacético (TCA), técnicas de afinidad (tales
como inmunoprecipitacion con una resina conjugada a un comparfero de unién especifico tal como un anticuerpo,
por ejemplo, un anticuerpo anti-GDF-8), técnicas cromatograficas, y otras técnicas de separacion.

Una muestra biolégica puede recolectarse de un individuo no tratado previamente o la muestra bioldégica puede
tomarse antes, durante o después de la administracién de un agente de modulacién de GDF-8. Por ejemplo, una
muestra puede obtenerse de un individuo 1, 2, 4, 6, 7, 8, 10, 12, 14, 15, 20, 25, 30, o mas dias después de la
administracion de un agente modulador de GDF-8. Una muestra biolégica también puede obtenerse 1, 2, 3, 4, 6, 7,
8, 10, 12, 14, 16 0 mas semanas después de la administracion de un agente modulador de GDF-8. En algunos
casos, los puntos de tiempo de hasta un afio 0 mas son apropiados. Las muestras biolégicas pueden ensayarse
tanto para GDF-8 libre como total. Un analisis de GDF-8 total es particularmente importante en individuos que se
estan tratando con agentes moduladores de GDF-8, ya que estos agentes pueden interferir con la capacidad o bien
la deteccion del agente de captura para unirse al GDF-8 en una muestra biolégica. Por tanto, el procedimiento de
disociacion &cida o por calor utilizado en el andlisis de GDF-8 total se convierte en especialmente importante.

En determinadas realizaciones, se pone en contacto una alicuota de la muestra biolégica a ensayar con el
anticuerpo de captura o proteina de unién a antigeno y se incuban durante un periodo de tiempo suficiente (por
ejemplo, 2-120 minutos, o 1-4 horas) y en condiciones adecuadas (por ejemplo, 23 °C) para permitir la unién del
anticuerpo de captura a GDF-8, en caso de que esté presente en la muestra biolégica y dejar que se formen los
complejos anticuerpo/GDF-8. En otras realizaciones, la reaccion GDF-8/anticuerpo se lleva a cabo en las
condiciones rutinarias para los inmunoensayos convencionales. Un procedimiento tipico comprende incubar o dejar
reposar un sistema de reaccion que comprende al anticuerpo de captura y muestra biolégica a una temperatura no
por encima de los 45 °C, tal como, por ejemplo, entre aproximadamente 4 °C y aproximadamente 40 °C, o entre
aproximadamente 23 °C y aproximadamente 40 °C durante entre aproximadamente 0.5 y 40 horas, tal como, por
ejemplo, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 20 horas.

Seguidamente al periodo de incubacion, el complejo anticuerpo/GDF-8, en algunas realizaciones, se lava con
tampodn para retirar solutos no unidos. En otras realizaciones se efectia un ensayo simultaneo, mediante el cual la
muestra biolégica y anticuerpo de deteccion se afiaden al vaso de reaccidn de manera concurrente.

En realizaciones particulares, en las que el anticuerpo de deteccion se anade después de la muestra bioldgica, un
procedimiento puede comprender incubar o dejar reposar un sistema de reaccion que comprende al complejo
anticuerpo/GDF-8 y anticuerpo de deteccién a una temperatura de no por encima de 45 °C, tal como, por ejemplo,
entre aproximadamente 4 °C y aproximadamente 40 °C, o entre aproximadamente 25 °C y aproximadamente 40 °C
durante aproximadamente 0,5 y 40 horas o entre aproximadamente 1 y aproximadamente 20 horas.

En algunas realizaciones, el anticuerpo de deteccién, proteina de unién a antigeno o fragmento de los mismos
comprende un marcador detectable. En realizaciones adicionales, el anticuerpo de deteccion se detecta
indirectamente, por ejemplo mediante un agente de deteccidon. En algunas realizaciones, el agente de deteccién esta
en exceso, de tal manera que esencialmente todos los anticuerpos de deteccidon que estan presentes en el vaso de
reaccion estan unidos.

En algunas realizaciones, un marcador “directo” puede ser cualquier molécula unida o conjugada a miembros de
unién especificos que es capaz de producir espontdneamente una sefial detectable sin la adicion de reactivos
auxiliares. Algunos ejemplos incluyen un radioisétopo (por ejemplo, 129 3y 14C), un fluoréforo (por ejemplo,
luciferasa, proteina fluorescente verde, isotiocianato de fluoresceina, isotiocianato de tetrametilrodamina, 1-N-
(2,2,6,6-tetrametil-1-oxil-4-piperidil)-5- N-(aspartato)-2,4-dinitrobenceno), un tinte (por ejemplo, ficocianina,
ficoeritrina, Rojo de Texas, o-ftalaldehido), moléculas luminiscentes, incluyendo moléculas quimioluminiscentes y
bioluminiscentes, particulas de oro coloidal, particulas de plata coloidal, otras particulas de metales coloidades,
particulas de tinte de poliestireno, particulas coloreadas diminutas tales como soles de tinte, y particulas de latex

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2514518 T3

coloreado. Muchas otras moléculas marcadoras adecuadas son bien conocidas para los expertos en la técnica y
pueden utilizarse en los procedimientos de la invencion.

En determinados casos, el marcador puede ser una enzima tal como, por ejemplo, fosfatasa alcalina, peroxidasa de
rabano picante, oxidasa de glucosa, o B-galactosidasa. En varias realizaciones, los sustratos a usar con las enzimas
especificas se seleccionan para la produccion, en presencia de la enzima correspondiente, de un cambio detectable
en el color, fluorescencia, o luminiscencia. La enzima puede conjugarse con el anticuerpo o proteina de unién a
antigeno mediante glutaraldelhido o reticulacién de aminacion reductora. Como se reconocera facilmente, sin
embargo, existen amplias variedades de diferentes técnicas de conjugacion, y estan facilmente disponibles para un
experto en la técnica.

En una realizacion preferente, el anticuerpo de deteccién o proteina de unién a antigeno esta biotinilada. Los
anticuerpos anti-GDF-8 Gtiles como anticuerpos de detecciéon pueden biotinilarse como se expone en el Ejemplo 1
(véase, por ejemplo, Ejemplo 1: seccion |, subseccién 5) varios reactivos de biotinilacion son capaces de marcar
proteinas de una manera eficiente, incluyendo anticuerpos. Las relaciones molares de derivados de biotina a
anticuerpo pueden ser de aproximadamente 10, 15, 20, 40 u 80 a 1, y los tiempos de reaccién, concentraciones de
reactivo, y temperaturas pueden variarse para ajustar la cantidad de biotina incorporada en la reaccion. Los
derivados de biotina son bien conocidos y estan disponibles en la técnica, incluyendo brazos espaciadores variables,
modificaciones para afectar la solubilidad, y/o grupos de reactivos para permitir la escisiéon del resto de biotina.
Pueden usarse succinimidil ésteres de biotina y sus derivados, incluyendo sulfosuccinimidil ésteres solubles en agua
para la biotinilacion de GDF-8, por ejemplo. Para cuantificar la cantidad de biotina incorporada, se usan técnicas
analiticas y de medida incluyendo, por ejemplo, cromatografia liquida de alta presion de fase reversa,
espectroscopia de masa, etc. Adicionalmente, estan disponibles kits comerciales para cuantificar la biotina mediante
ensayos colorimétricos o fluorimétricos, por ejemplo, (véase, por ejemplo, EZ™ Biotin Quantitation Kit, Pierce, que
utiliza HABA (acido 2-(4’-hidroxiazo benceno)-benzoico.

En una realizacién, RK-22 biotinilado es un agente de deteccion para detectar la union de GDF-8 a RKS5.

En una realizacion particular, el agente de deteccion biotinilado y/o marcado con enzima tal como un anticuerpo o
una proteina de unién a antigeno se afiade al complejo GDF-8/anticuerpo, y se deja unir. El exceso de reactivo se
lava, y a continuacién se afiade una solucién que contiene un sustrato apropiado al vaso de reaccion. El sustrato
sufre una reaccion catalizada por enzimas que da como resultado un cambio espectrofotométricamente medible que
es indicativo de la cantidad de GDF-8 presente en la muestra.

Por ejemplo, un anticuerpo de deteccién biotinilado o proteina de unién a antigeno puede detectarse mediante su
interaccion con un conjugado avidina-enzima, por ejemplo, avidina-peroxidasa de rabano picante, después de una
incubacién secuencial con el conjugado avidina-enzima y un sustrato cromogénico o fluorogénico adecuado. Un
anticuerpo de deteccién biotinilado también puede detectarse con estreptavidina marcada con europio.

En determinadas realizaciones, un complejo anticuerpo/GDF-8/anticuerpo asociado con la superficie del vaso de
reaccion se detecta mediante evaluacién cualitativa o cuantitativa de la sefial del marcador. En algunos casos, se
mide el marcador directamente, por ejemplo, mediante fluorescencia o luminiscencia, o indirectamente, mediante la
adicion de un sustrato. En otros, el marcador se mide después de la incubacién con un reactivo adicional. En
realizaciones en las que el marcador es biotina, puede anadirse un conjugado de avidina (tal como peroxidasa de
rabano picante) en un paso posterior. En una realizacién particular, el conjugado de avidina puede unirse al
anticuerpo de deteccion inmovilizado o proteina de unién a antigeno. El exceso de conjugado de avidina se lava. Se
afnade a continuacion un sustrato de la enzima, que da como resultado un cambio medible en, por ejemplo, color,
fluorescencia o luminiscencia. En algunas realizaciones el sustrato para la peroxidasa de rabano picante es 3,3',5,5’-
tetrametilbencidina.

Cuantificacion de GDF-8 libre y total

Los niveles de GDF-8 pueden cuantificarse usando procedimientos bien conocidos para los expertos en la técnica.
En determinadas realizaciones, los niveles de GDF-8 en una muestra biolégica se comparan con un nivel conocido,
tal como se obtiene, por ejemplo, usando una curva patrén. La generacion de curvas patrén de GDF-8 se demuestra
en el Ejemplo 15. La curva patrén puede comprender GDF-8 de concentraciones conocidas diluido en un tampén.
En determinadas realizaciones, el tampén es suero, tal como, por ejemplo, suero humano, suero de ratén, suero de
primate, suero bovino o suero ovino. El suero esta opcionalmente desprovisto de GDF8 enddgeno antes de la
adicion de concentraciones conocidas de GDF-8. El suero puede obtenerse ganado Azul Belga que esta
naturalmente desprovisto de GDF-8.

En una realizacion, un procedimiento para cuantificar GDF-8 libre en una muestra biolégica comprende combinar un
anticuerpo de captura de GDF-8 o proteina de unién a antigeno y una muestra biolégica en condiciones que
permitan a GDF-8, cuando esta presente en la muestra biolégica, unirse a el uno o mas anticuerpos de captura
formando un complejo de anticuerpos de captura o proteina de unién a antigeno-GDF-8; afadir un anticuerpo de
deteccion de GDF-8 marcado o proteina de unién a antigeno al soporte solido de la etapa (b); (d) detectar los
complejos formados entre el complejo anticuerpo de captura-GDF-8 y el anticuerpo de deteccién mediante la
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deteccion de una sefial generada por el marcador en el anticuerpo de deteccion de GDF-8; y (e) cuantificar el nivel
de GDF-8 en la muestra biol6gica comparando la sefial generada por los complejos que contienen el anticuerpo de
deteccion de GDF-8 marcado con una curva patrén generada determinando las intensidades de sefal
correspondientes para cantidades conocidas de GDF-8.

Los procedimientos para cuantificar GDF-8 total son similares, excepto que la muestra biologica se diluye en tampon
acido.

Procedimientos de tratamiento, mejora, prevencion, e inhibicion del progreso de trastornos asociados a GDF-8

La participacion de GDF8 en el desarrollo y/o regulacion de trastornos asociados con GDF, por ejemplo, musculo
esquelético, hueso, homeostasis de la glucosa, etc., y el descubrimiento de antagonistas de GDF8 especificos
novedosos de la invencion permite procedimientos para tratar, mejorar o prevenir trastornos asociados con GDF8,
por ejemplo, trastornos musculares, trastornos neuromusculares, trastornos degenerativos éseos, trastornos 6seos
metabdlicos o inducidos, trastornos del metabolismo de la glucosa, trastornos adiposos, y trastornos relacionados
con la insulina. Ademas, los antagonistas permiten diagnosticar, pronosticar y controlar el progreso de dichos
trastornos midiendo el nivel de GDF8 en una muestra biolégica. En concreto, los epitopos de antagonistas
especificos de GDF8 (por ejemplo, péptidos miméticos de éstos, polinucleétidos inhibidores de éstos, anticuerpos de
éstos, moléculas pequenas, etc.) de la invencion pueden usarse para tratar a un individuo con un trastorno asociado
con GDF8, o en un procedimiento para distinguir si un paciente padece un trastorno asociado con GDF8.

Los antagonistas de la presente invencién son Utiles para prevenir, diagnosticar o tratar varios trastornos médicos
asociados con GDF8 en humanos o animales. Los antagonistas pueden usarse para inhibir, reducir y/o neutralizar
una o mas actividades asociadas con GDF8. Mas preferentemente, los antagonistas inhiben o reducen una o mas
de las actividades de GDF8 en relacion a GDF8 que no esta en presencia de un antagonista de la invencién. En
determinadas realizaciones, un antagonista de la invencién inhibe la actividad de GDF8 en al menos el 50 %,
preferentemente al menos 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 72, 76, 78, 80, 82, 84, 86 u 88 %, mas preferentemente al
menos un 90, 91, 92, 93, 0 94 %, y aun mas preferentemente al menos de un 95 % a un 100 % en relacién a la
proteina GDF8 madura que no esta unida por uno o mas anticuerpos anti-GDF8. La inhibicién o neutralizacién de la
actividad de GDF8 puede medirse, por ejemplo, en ensayos de gen indicador pGL3(CAGA)12 (RGA) descritos en
Thies y col., anteriormente mencionado, y en ensayos de receptor ActRIIB como se ilustra en los Ejemplos.

Los trastornos médicos diagnosticados, pronosticados, controlados, tratados, mejorados o prevenidos por los
antagonistas desvelados en el presente documento son trastornos asociados con GDF8, por ejemplo, trastornos
musculares o neuromusculares, incluyendo, por ejemplo, distrofia muscular (DM; incluyendo distrofia muscular de
Duchenne), esclerosis lateral amiotrofica (ELA), atrofia muscular, atrofia de 6rganos, fragilidad, sindrome del tanel
carpiano, enfermedad pulmonar obstructiva congestiva, sarcopenia, caquexia y sindromes de pérdida de masa
muscular (por ejemplo, causados por otras enfermedades y afecciones). Ademas, otros trastornos médicos que
pueden diagnosticarse, pronosticarse, controlarse, tratarse, mejorarse o prevenirse por los anticuerpos de GDF8 son
trastornos del tejido adiposo tales como obesidad, diabetes de tipo 2, tolerancia impedida a la glucosa, sindromes
metabdlicos (por ejemplo, sindrome X), resistencia a la insulina inducida por trauma (tales como quemaduras o
desequilibrio de nitrégeno), o enfermedades degenerativas 6seas (por ejemplo, artrosis y osteoporosis). En
realizaciones preferentes, pero no limitantes, de la invencion, los trastornos médicos que se diagnostican,
pronostican, controlan, tratan, mejoran o previenen mediante los antagonistas desvelados en el presente documento
son trastornos musculares o neuromusculares. En una realizaciéon mas preferida, pero no limitante, de la invencién,
los trastornos musculares o neuromusculares que se diagnostican, pronostican, monitorizan, tratan, mejoran o
previenen mediante los antagonistas desvelados en el presente documento es o bien DM o ELA.

Otros trastornos médicos que pueden diagnosticarse, tratarse, mejorarse o prevenirse mediante los antagonistas
desvelados en el presente documento son aquellos asociados con una pérdida de hueso, que incluye osteoporosis,
especialmente en las mujeres ancianas y/o posmenopausicas, osteoporosis inducida por glucocorticoides,
osteopenia, artrosis, y fracturas relacionadas con osteoporosis. Otras enfermedades metabdlicas y trastornos diana
del hueso diana incluyen baja masa 6sea debido a terapia crénica con glucocorticoides, fallo gonadal prematuro,
supresion de androgenos, deficiencia de vitamina D, hiper paratiroidismo secundario, deficiencias nutricionales, y
anorexia nerviosa. Los antagonistas de la invencion se usan preferentemente para prevenir, diagnosticar, mejorar, o
tratar dichos trastornos médicos en mamiferos, en concreto en humanos, por ejemplo, mujeres que vayan a estar o
estén embarazadas.

Los antagonistas de la presente invencion se administran en cantidades terapéuticamente efectivas. Generalmente,
una cantidad terapéuticamente efectiva puede variar con la edad del sujeto, estado, y sexo, asi como la severidad
de la afeccion médica del sujeto. La dosificacion puede determinarse por un médico y ajustarse, segun sea
necesario, para adecuarse a los efectos observados del tratamiento. La toxicidad y eficacia terapéutica de dichos
compuestos puede determinarse mediante procedimientos farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o
animales experimentales, por ejemplo, para determinar la DL50 (la dosis letal al 50 % de una poblacién) y el DE50
(la dosis terapéuticamente efectiva en el 50 % de una poblacién). La relacién de dosis entre efectos toxicos y
terapéuticos, es decir, el DL50/DE50) es el indice terapéutico, y se prefieren antagonistas que muestren elevados
indices terapéuticos.
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Los datos obtenidos a partir de los ensayos en cultivo celular y estudios en animales pueden usarse para formular
una variedad de dosificaciones para su uso en humanos. La dosificaciéon de dichos compuestos se encuentra
preferentemente dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluye la DE50 con poca o ninguna
toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacién y de la via
de administracion. Para cualquier antagonista usado en la presente invencién, la dosis terapéuticamente efectiva
puede estimarse inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular. Una dosis puede formularse en modelos
animales para lograr un intervalo de concentracion en plasma circulante que incluye el CI50 (por ejemplo, la
concentracion del antagonista del ensayo que logra una inhibicidon de la mitad de la maxima de los sintomas de la
actividad biol6gica) determinada en el cultivo celular. Los niveles en plasma pueden medirse, por ejemplo, mediante
cromatografia liquida de alto rendimiento. Los efectos de cualquier dosificacion particular pueden controlarse
mediante un bioensayo adecuado. Los ejemplos de bioensayos adecuados incluyen, pero sin limitacién, ensayos de
replicacién de ADN, ensayos basados en la transcripcion, ensayos de unién de proteina GDF8/receptor, ensayos de
creatinina cinasa, ensayos basados en la diferenciacion de preadipocitos, ensayos basados en captacion de glucosa
en adipocitos y ensayos inmunoloégicos.

Generalmente, las composiciones se administran de tal forma que los antagonistas o sus fragmentos de unién se
proporcionan a una dosis de aproximadamente de 1 pg/kg a 150 mg/kg, de 1 ug/kg a 100 mg/kg, de 1 ug/kg a 50
mg/kg, de 1 ug/kg a 20 mg/kg, de 1 ug/kg a 10 mg/kg, de 1 pg/kg a 1 mg/kg, de 10 ug/kg a 1 mg/kg, de 10 pug/kg a
100 pg/kg, de 100 pug a 1 mg/kg, y de 500 ug/kg a 1 mg/kg. Preferentemente, los antagonistas se proporcionan como
una dosis en bolo para maximizar los niveles circulantes de antagonistas durante el periodo de tiempo mas largo
después de la dosis. La infusidn continua también puede usarse antes, después o en lugar de la dosificacion en
bolo.

Procedimientos de identificacion de agentes terapéuticos para trastornos asociados con GDF8

Otro aspecto adicional de la divulgacion proporciona un procedimiento para identificar agentes terapéuticos utiles en
el tratamiento de, por ejemplo, trastornos musculares, del metabolismo de la glucosa, adiposos y éseos. Los
ensayos de evaluacion apropiados, por ejemplo, ensayos basados en ELISA, son conocidos en la técnica. En dicho
ensayo de evaluacion, una primera mezcla de unién se forma combinando un antagonista, en particular un
péptidomimético de un epitopo especifico de GDF8 o un anticuerpo o proteina de unién antigeno de la divulgacion y
su ligando, GDF8, y se mide la cantidad de unidén entre el ligando y el anticuerpo en la primera mezcla de unién
(M0). También se forma una segunda mezcla de unién combinando el antagonista, el ligando y un compuesto o
agente a evaluar, y se mide la cantidad de unién entre el ligando y el anticuerpo en la segunda mezcla de unién
(M1). Las cantidades de unién en la primera y la segunda mezcla de unién se comparan, por ejemplo, calculando la
proporcion M1/MO. El compuesto o agente se considera capaz de interactuar especificamente con GDF8 si se
observa una disminucién en la unién en la segunda mezcla de unién en comparacion con la primera mezcla de unién
(es decir, M1/MOc1). La formulacion y optimizacion de mezclas de unién se encuentra dentro del nivel de capacidad
en la técnica; dichas mezclas de unién también pueden contener tampones y sales necesarias para potenciar u
optimizar la unién, y se pueden incluir ensayos de control adicionales en el ensayo de evaluacion.

Los compuestos en los que se encuentra que reducen la unidon del antagonista-ligando en al menos
aproximadamente un 10 % (es decir, M1/M0<0,9), preferentemente mayor de aproximadamente un 30 %, pueden
por tanto identificarse y seguidamente, si se desea, evaluarse de una manera secundaria para su capacidad de
inhibir la actividad de GDF8 en otros ensayos tales como el ensayo de unién ActRIIB, u otro ensayo basado en
células e in vivo como se describe en los Ejemplos o bien conocidos en la técnica.

Moléculas pequenias

También puede lograrse la inhibicion de GDF8 en un organismo (o sujeto) afectado por (o en riesgo de) un trastorno
asociado con GDF8, o en una célula de dicho organismo involucrada en dichos trastornos, mediante el uso de
moléculas pequefas antagonistas (generalmente moléculas pequeinas organicas) que antagonizan, es decir, inhiben
la actividad de GDF8. Se pueden identificar pequefias moléculas antagonistas novedosas mediante los
procedimientos de evaluacién descritos anteriormente y pueden usarse en los procedimientos de tratamiento
descritos en el presente documento.

Por el contrario, aumentar la actividad de GDF8 en un organismo (o sujeto) afectado por (o en riesgo de) un
trastorno relacionado con la expresion y/o actividad disminuida de GDF8 o un trastorno relacionado con niveles
disminuidos de GDF8 también puede lograrse mediante el uso de moléculas pequefias (generalmente moléculas
pequefias organicas) que agonizan, es decir, potencian la actividad de GDF8. Pueden identificarse pequefias
moléculas novedosas agonistas mediante los procedimientos de evaluacion y pueden usarse los procedimientos de
tratamiento de la presente invencion descritos en el presente documento.

Procedimientos de diagndstico, prondstico y control del progreso de trastornos asociados con GDF8

Ademas del tratamiento por ejemplo, de trastornos musculares, éseos, del metabolismo de glucosa, y de tejido
adiposo, la presente invencion proporciona procedimientos para el diagnéstico de dichos trastornos detectando la
disminucion o aumento de GDF8 en una muestra biolégica, por ejemplo, suero, plasma, liquido de lavado bronco

40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2514518 T3

alveolar, esputo, biopsias, (por ejemplo, de tejido muscular), etc. “Diagnéstico” o “diagnosticar” significa identificar la
presencia o ausencia de una afeccion patoldgica. Los procedimientos de diagndstico implican detectar la presencia
de GDF8 por ejemplo, determinando una cantidad de ensayo del polipéptido de GDF8 en una muestra bioldgica de
un sujeto (mamifero humano o no humano) y comparar la cantidad de ensayo con una cantidad o intervalo normal
(por ejemplo, una cantidad o intervalo de un individuo (o individuos) que se sabe que no padecen dicho trastorno)
para el polipéptido GDF8. Mientras que un procedimiento de diagnédstico particular puede no proporcionar un
diagnostico definitivo de trastornos asociados con GDF8, es suficiente si el procedimiento proporciona una
indicacion positiva que ayude al diagndstico.

La presente divulgacion también proporciona procedimientos para el pronéstico de enfermedades asociadas con
GDF8, por ejemplo, enfermedades musculares, 6seas, del metabolismo de glucosa y del tejido adiposo, detectando
la regulacién positiva de GDF8. “Prondstico” o “pronosticar” significan predecir el desarrollo probable y/o gravedad
de una afeccion patoldgica. Los procedimientos de pronoéstico implican determinar la cantidad de ensayo de GDF8
en una muestra biolégica de un sujeto y comparar la muestra de ensayo con una cantidad o intervalo de pronéstico
(por ejemplo, una cantidad o intervalo de individuos con gravedades diversas de, por ejemplo, ELA) para GDFS8.
Diversas cantidades de GDF8 en una muestra de ensayo son coherentes con determinados prondsticos de
enfermedades asociadas con GDF8. La deteccién de una cantidad de GDF8 a un nivel de pronéstico particular
proporciona un diagndstico para el sujeto.

La presente divulgaciéon también proporciona procedimientos para controlar la evolucion de las enfermedades
musculares, éseas, del metabolismo de glucosa y del tejido adiposo asociadas con GDF8, detectando la regulacion
positiva o negativa de GDF8. Los procedimientos de control implican determinar las cantidades de ensayo de GDF8
en muestras biolégicas extraidas de un sujeto en un primer y segundo tiempo, y comparar las cantidades. Un
cambio de cantidad de GDF8 entre el primer y segundo tiempo indica un cambio en el transcurso de, por ejemplo,
gravedad de trastornos asociados con GDF8. Un experto en la técnica reconocera que en los trastornos asociados
con GDF8 en los que es deseable un aumento en la masa muscular, una disminucién en la cantidad de proteina
GDF8 y/o actividad entre el primer y segundo tiempo indica la remision del trastorno, y un aumento en la cantidad
indica la progresién del trastorno. Por el contrario, para los trastornos asociados con GDF8 en las que es deseable
una disminucién en la masa muscular, una disminucion en la cantidad de proteina GDF8 y/o actividad entre el primer
y segundo tiempo indica la progresion del trastorno y un aumento de cantidad indica la remisién del trastorno. Dichos
ensayos de control son también Utiles para evaluar la eficacia de una intervencion terapéutica particular (por
ejemplo, la atenuacién y/o inversién de una enfermedad) en pacientes que se estan tratando de trastornos
asociados con GDF8.

Los antagonistas de la presente invencién pueden usarse para el diagnostico, pronéstico o control detectando la
presencia de GDF8 in vivo o in vitro. Dichos procedimientos de deteccion bien conocidos en la técnica incluyen
ELISA, radioinmunoensayo, inmunotransferencia, transferencia de  Western, inmunofluorescencia,
inmunoprecipitacién y otras técnicas comparables. Los antagonistas pueden ademas proporcionarse en un kit de
diagnéstico que incorpora una o mas de estas técnicas para detectar GDF8. Dicho kit puede contener otros
componentes, envases, instrucciones u otro material que ayude a la deteccion de la proteina y uso del kit.

En los casos en los que los antagonistas estan disefiados con propédsitos diagndsticos, prondsticos y de control,
puede ser deseable modificarlos, por ejemplo, con un grupo ligando (tal como biotina) o con un grupo marcador
detectable (tal como un grupo fluorescente, un radiois6topo o una enzima). Si se desea, los antagonistas (ya sean
policlonales o monoclonales) pueden marcarse usando técnicas convencionales. Los marcadores adecuados
incluyen fluoréforos, croméforos, atomos radioactivos, reactivos densos a los electrones, enzimas, y ligandos que
tienen comparneros de unién especificos. Las enzimas se detectan tipicamente por su actividad. Por ejemplo, la
peroxidasa de rabano picante puede detectarse por su capacidad de convertir tetrametilbenzidina (TMB) en un
pigmento azul, cuantificable con un espectrofotémetro. Otros marcadores adecuados pueden incluir biotina y avidina
o estreptavidina, IgG y proteina A, y los numerosos pares receptor/ligando conocidos en la técnica.

Composiciones farmacéuticas y procedimiento de administracion

La presente invencion proporciona composiciones que comprenden los antagonistas desvelados en el presente
documento de la divulgacién, es decir, polipéptidos, polinucleétidos, vectores, anticuerpos, fragmentos de proteinas
de unién a anticuerpo o antigeno y moléculas pequefas. Dichas composiciones pueden ser adecuadas para uso
farmacéutico y administracién a pacientes. Las composiciones comprenden tipicamente una o mas moléculas de la
presente invencion, preferentemente una proteina de unién a anticuerpo o antigeno y un excipiente
farmacéuticamente aceptable. Los antagonistas de la presente invencion pueden usarse in vitro, ex vivo o
incorporarse en una composicién farmacéutica cuando se combinan con un transportador farmacéuticamente
aceptable. Como se usa en el presente documento, la frase “excipiente farmacéuticamente aceptable” incluye
cualquiera y todos los disolventes, soluciones, tampones, medios de dispersion, recubrimientos, agentes
antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos retardantes de la absorcién, que son compatibles con la
administracion farmacéutica. Dicha composicion puede contener, ademas de los antagonistas de la invencion y el
transportador, varios diluyentes, cargas, sales, tampones, estabilizantes, solubilizantes y otros materiales bien
conocidos en la técnica. La expresién “farmacéuticamente aceptable” significa un material no téxico que no interfiere
con la eficacia de la actividad biolégica del principio (o principios) activos. Las caracteristicas del transportador
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dependeran de la via de administracién. El uso de dichos medios y agentes para sustancias farmacéuticamente
activas es bien conocido en la técnica. Las composiciones también pueden contener otros compuestos activos que
proporcionen funciones terapéuticas complementarias, adicionales o potenciadas. Las composiciones farmacéuticas
también pueden incluirse en un envase, paquete o dispensador junto con instrucciones para su administracién.

La composicion farmacéutica de la invencion puede estar en forma de liposoma en el cual un antagonista de la
invencion se combina, ademas de con otros transportadores farmacéuticamente aceptables, con agentes anfipaticos
tales como lipidos que existen en forma agregada como micelas, monocapas insolubles, cristales liquidos o capas
laminares mientras estén en soluciéon acuosa. Los lipidos adecuados para formulacién liposomal incluyen, sin
limitacion, monoglicéridos, diglicéridos, sulfatidas, lisolecitina, fosfolipidos, saponina, acidos biliares. La preparacion
de dichas formulaciones liposomales se encuentra dentro del nivel de la experiencia de la técnica.

Como se usa en el presente documento, la expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” significa la cantidad total de
cada componente activo de la composicién farmacéutica o procedimiento que es suficiente para mostrar un beneficio
significativo al paciente, por ejemplo, mejora de los sintomas, curacién, o aumento en la tasa de curacion de dichas
afecciones. Cuando se aplica a un principio activo individual, administrado en solitario, el término se refiere solo a
ese ingrediente. Cuando se aplica a una combinacién, el término se refiere a las cantidades combinadas de los
principios activos que dan como resultado el efecto terapéutico, tanto si se administran en combinacién, en serie o
simultaneamente.

En la realizacion practica del procedimiento de tratamiento o uso de la presente invencion, una cantidad
terapéuticamente eficaz de, por ejemplo, un antagonista especifico para GDF8 se administra a un sujeto, por
ejemplo, un mamifero (por ejemplo, un ser humano). Un antagonista de la invencién puede administrarse de acuerdo
con el procedimiento de la invencién ya sea en solitario o en combinacién con otras terapias tales como agentes
antiinflamatorios. Cuando se coadministra con uno o mas agentes, un antagonista de la invencién puede
administrarse simultaneamente con el segundo agente o secuencialmente. Si se administra secuencialmente, el
médico tratante decidira la secuencia apropiada de administraciéon de un antagonista de la invencién en combinacion
con otros agentes.

En una realizacion, los antagonistas de la invencion, por ejemplo, sus composiciones farmacéuticas, se administran
en terapia de combinacién, es decir, combinados con otros agentes, por ejemplo, agentes terapéuticos, que son
Utiles para el tratamiento de afecciones o trastornos patolégicos, tales como trastornos musculares, trastornos
neuromusculares, trastornos éseo degenerativos, trastornos éseos inducidos o metabdlicos, trastornos de tejido
adiposo, trastornos del metabolismo de glucosa o trastornos relacionados con la insulina, por ejemplo, asi como
trastornos alérgicos e inflamatorios. La expresion “en combinacién” en este contexto significa que los agentes se
proporcionan sustancialmente de manera contemporanea, bien simultdneamente o secuencialmente. Si se
proporcionan de manera secuencial, al comienzo de la administracion del segundo compuesto, el primero de los dos
compuestos es preferentemente aun detectable a concentraciones eficaces en el sitio de tratamiento o en el sujeto.

Una composicion farmacéutica de la invencion se formula para ser compatible con la via de administraciéon deseada.
Los procedimientos para realizar la administracion son bien conocidos por el experto habitual en la materia. También
es posible obtener composiciones que pueden administrarse por via topica u oral, 0 que pueden atravesar las
membranas mucosas. La administracién de un antagonista de la invencion usado en una composicion farmacéutica
para realizar el procedimiento de la presente invencion puede efectuarse de diversas formas convencionales, tales
como ingestion oral, inhalacién, inyeccién cutéanea, subcutanea o intravenosa.

Las soluciones o suspensiones utilizadas para aplicacién intradérmica o subcutanea tipicamente incluyen uno o mas
de los siguientes componentes: un diluyente estéril tal como agua para inyeccién, solucién salina, aceites no
volatiles, polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como
alcohol bencilico o metil parabenos; antioxidantes tales como acido ascorbico o bisulfito sédico; agentes quelantes
tales como acido etilendiaminotetraacético; tampones tales como acetatos, citratos o fosfatos; y agentes para ajustar
la tonicidad tal como cloruro de sodio o dextrosa. El pH puede ajustarse con acidos o bases, tal como acido
clorhidrico o hidréxido de sodio. Dichas preparaciones pueden incluirse en ampollas, jeringas desechables o viales
de dosis multiples fabricados en vidrio o plastico.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para inyeccién incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles y
polvos estériles para la preparacion improvisada de soluciones o dispersiones inyectables estériles. Para la
administracion intravenosa, los transportadores farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen solucién salina
fisiologica, agua bacterioestatica, Cremophor™ EL (BASF, Parsippany, NJ) o solucion salina tamponada con fosfato
(PBS). En todos los casos, la composicion debe ser estéril y debe ser liquida hasta el punto de que exista una facil
aplicacién con jeringa. Un transportador farmacéuticamente aceptable debe ser estable en las condiciones de
fabricacién y conservacion y deben protegerse contra la accién contaminante de microorganismos tales como
bacterias y hongos. El transportador puede ser un medio disolvente o de dispersidon que contiene, por ejemplo, agua,
etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido) y mezclas adecuadas de los mismos. La
correcta fluidez puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina, para la
conservacion del tamafo de particulas requerido en el caso de dispersién y mediante el uso de tensioactivos. La
prevencion de la acciéon de microorganismos puede realizarse por diversos agentes antibacterianos y antifingicos,
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por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascorbico, timerosal. En muchos casos, sera preferible incluir
agentes isotonicos, por ejemplo, azucares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol y cloruro de sodio en la
composicién. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables puede realizarse incluyendo en la
composicién un agente que retrase la absorcién, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Cuando se administra una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo o proteina de unién a antigeno de la
invencion por ejemplo, por inyeccion intravenosa, cutanea o subcuténea, el agente de unién estara en forma de una
solucion acuosa libre de pirégenos parenteralmente aceptable. La preparacién de dichas soluciones de proteina
parenteralmente aceptables, teniendo en cuenta el pH, isotonicidad, estabilidad, se encuentra dentro de la habilidad
en la técnica. Una composicién farmacéutica preferida para inyeccién intravenosa, cutanea o subcutanea debe
contener, ademds de agentes de unidn, un vehiculo isotonico, tal como cloruro de sodio para inyeccion, Ringer para
inyeccion, dextrosa para inyeccion, dextrosa y cloruro sédico para inyeccion, Ringer lactada para inyeccion, u otro
vehiculo como se conoce en la técnica. La composicién (o composiciones) farmacéuticas de la presente invencién
también puede contener estabilizantes, conservantes, tampones, antioxidantes u otro aditivos conocido por los
expertos en la técnica.

La cantidad de un antagonista de la invencién en la composicion farmacéutica de la presente invencién dependera
de la naturaleza y de la gravedad de la afecciéon que vaya a tratarse y de la naturaleza de los tratamientos previos a
los que se ha sometido el paciente. Finalmente, el médico tratante decidira la cantidad de antagonista con la que
debe tratarse a cada paciente individual. Inicialmente, un médico tratante administra dosis bajas del antagonista y
observa la respuesta del paciente. Pueden administrarse dosificaciones mas grandes de antagonista hasta que se
obtiene un efecto terapéutico optimo para el paciente y en este momento la dosificacién generalmente no se
aumenta mas. Se contempla que las diversas composiciones farmacéuticas usadas para la realizacion practica del
procedimiento de la presente invencion deben contener de aproximadamente 0,1 mg a 50 pug de antagonista por kg
de peso corporal.

La duracién de la terapia utilizando la composicion farmacéutica de la presente invencién variara, dependiendo de la
gravedad de la enfermedad que vaya a tratarse y de la afecciéon y de la posible respuesta idiosincrasica de cada
paciente individual. Se contempla que la duracién de cada aplicaciéon de antagonista sera mediante, por ejemplo, via
subcutanea y por ejemplo, en el intervalo de una vez a la semana. Finalmente el médico tratante decidira la duracién
apropiada de la terapia utilizando la composicion farmacéutica de la presente invencion.

Las composiciones orales generalmente incluyen un diluyente inerte o un transportador comestible. Estas pueden
incluirse en céapsulas de gelatina o comprimirse en comprimidos. Para los fines de administracion oral terapéutica, el
antagonista (por ejemplo, anticuerpo o proteina de unién a antigeno, molécula pequenia, etc.) de la invencion puede
incorporarse con excipientes y usarse en forma de comprimidos o cédpsulas. Pueden incluirse agentes de unién
farmacéuticamente compatibles y/o materiales adyuvantes como parte de la composicién. Los comprimidos,
pildoras, capsulas pueden contener cualquiera de los siguientes ingredientes o compuestos de una naturaleza
similar; un aglutinante tal como celulosa microcristalina, goma de tragacanto o gelatina, un excipiente tal como
almidén o lactosa; un agente disgregante tal como acido alginico; Primogel™ o almiddén de maiz; un lubricante tal
como estearato de magnesio o Sterates™; un emoliente tal como didxido de silicio coloidal; un agente edulcorante
tal como sacarosa o sacarina; un agente aromatizante tal como menta, metil salicilato o aroma de naranja.

Cuando una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién farmacéutica de la invencion, por ejemplo, un
antagonista especifico para GDF8, se administra por via oral, el agente de unién estara en forma de comprimido,
capsula, polvo, solucion o elixir. Cuando se administra en forma de comprimido, la composicién farmacéutica de la
invencién puede contener adicionalmente un transportador sélido tal como gelatina o un adyuvante. EI comprimido,
capsula y polvo contiene de aproximadamente del 5 al 95 % de agente de unidén, y preferentemente
aproximadamente del 25 al 90 % de agente de unién. Cuando se administra en forma liquida, puede afadirse un
transportador liquido tal como agua, petr6leo, aceites de origen animal o vegetal tales como aceite de cacahuete,
aceite mineral, aceite de soja, 0 aceite de sésamo, o0 aceites sintéticos (después de tener en cuenta las alergias del
paciente individual y/o una gran poblacién de individuos contra dichos transportadores liquidos). La forma liquida de
la composicién farmacéutica puede contener adicionalmente solucién salina fisiolégica, dextrosa u otra solucién de
sacaridos, o glicoles tales como etilenglicol, propilenglicol o polietilenglicol. Cuando se administra en forma liquida, la
composicion farmacéutica contiene de aproximadamente del 0,5 al 90 % en peso del agente de unién y
preferentemente aproximadamente del 1 al 50 % del agente de unién.

Para la administracion por inhalacién, un antagonista de la invenciéon se administra en forma de una pulverizaciéon en
aerosol de un envase o dispensador presurizado, que contiene un propulsor adecuado, por ejemplo, un gas tal como
diéxido de carbono o un nebulizador. Por consiguiente, los compuestos descritos en el presente documento pueden
administrarse por inhalaciéon al tejido pulmonar. La expresion “tejido pulmonar” como se usa en el presente
documento se refiere a cualquier tejido del tracto respiratorio e incluye tanto el tracto respiratorio superior como
inferior a menos que se indique lo contrario. Un antagonista especifico de GDF8 puede administrarse en
combinacion con una o mas de las modalidades existentes para el tratamiento de enfermedades pulmonares.

En ejemplo de administracién, el compuesto se formula para un nebulizador. En una realizacién, el compuesto
puede conservarse en una formal liofilizada (por ejemplo, a temperatura ambiente) y reconstituirse en solucién antes
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de la inhalacién.

También es posible formular el compuesto para inhalaciéon usando un dispositivo médico, por ejemplo, un inhalador
(véanse, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N° 6.102.035 (un inhalador en polvo) y 6.012.454 (un
inhalador en polvo seco)). El inhalador puede incluir compartimentos individuales para el compuesto activo a un pH
adecuado para la conservacién y otro comportamiento para el tampoén neutralizante, y un mecanismo para combinar
el compuesto con un tampén neutralizante inmediatamente antes de la atomizacién. En una realizacion, el inhalador
es un inhalador de dosis medida.

Aunque no necesariamente, pueden utilizarse potenciadores de administracion tales como tensioactivos para
potenciar adicionalmente la administracion pulmonar. Un “tensioactivo” como se usa en el presente documento se
refiere a un compuesto que tiene restos hidréfilos y lipofilos que promueven la absorcion de un farmaco
interaccionando con un interfase entre dos fases no miscibles. Los tensioactivos son Utiles con particulas secas por
diversas razones, por ejemplo, reduccion de la aglomeracion de particulas, reduccion de fagocitosis de macréfagos,
etc. Cuando se acopla con un tensioactivo pulmonar, puede conseguirse una absorcidon mas eficaz del compuesto
ya que los tensioactivos, tales como DPPC, facilitaran enormemente la difusién del compuesto. Los tensioactivos se
conocen bien en la técnica e incluyen, sin limitacién, fosfoglicéridos, por ejemplo, fosfatidilcolinas, L-alfa-
fosfatidilcolina dipalmitoil (DPPC) y difosfatidil glicerol (DPPG); hexadecanol; acidos grasos; polietilenglicol (PEG);
polioxietileno-9; auril éter; acido palmitico; acido oleico; trioleato de sorbitdn (Span 85); glicocolato; surfactina;
poloxémero; ésteres de acidos grasos de sorbitan; trioleato de sorbitan; tiloxapol; y fosfolipidos.

La administracién sistémica también puede ser mediante administracion transmucosa y transdérmica. Por ejemplo,
en el caso de anticuerpos que comprenden la parte Fc, las composiciones pueden ser capaces de realizar la
transmisién a través de las membranas mucosas (por ejemplo, intestino, boca o pulmones) mediante la ruta mediada
por el receptor Fc-Rn (por ejemplo, Patente de Estados Unidos N°¢ 6.030.613). En general, la administracién
transmucosa puede realizarse, por ejemplo, utilizando pastillas para chupar, pulverizadores nasales, inhaladores o
supositorios. Para administracién transdérmica, los compuestos activos se formulan en pomadas, balsamos, geles,
parches o cremas como se conoce generalmente en la técnica. Para la administracién transmucosa o transdérmica,
se usan en penetrantes apropiados a la barrera a filtrar en la formulacién. Dichos penetrantes se conocen
generalmente en la técnica incluyen, por ejemplo, detergentes, sales biliares y derivados de acidos fusidicos.

Las composiciones farmacéuticas también pueden consistir en composiciones adecuadas para terapia génica, es
decir, composiciones que comprenden los polinucledtidos desvelados en el presente documento. En el caso de
terapia génica, el transportador farmacéuticamente aceptable puede incluir, por ejemplo, lipidos, esferas de
colageno, sistemas de emulsion catidnicos, agua, tampones salinos, vectores virales, restos de quilomicrones,
nanoparticulas poliméricas (por ejemplo, gelatina-ADN o quitosano-ADN), particulas de oro, complejos poliméricos,
lipoplejos, poliplejos, etc. (véase, por ejemplo, Gardlik y col. (2005) Med. Sci. Monit. 11(4): RA110-21).

Estabilizacion y Retencion

En una realizacién, un antagonista especifico de GDF8 esta fisicamente asociado con un resto que mejora su
estabilizacion y/o retencion en circulacién, por ejemplo, en sangre, suero, linfa, lavado broncopulmonar o
broncoalveolar, u otros tejidos, por ejemplo, al menos 1,5, 2, 5, 10, o0 50 veces.

Los antagonistas de la invencion desvelados en el presente documento pueden prepararse con transportadores que
protegeran frente a la eliminacion rapida del organismo, tal como formulacién de liberaciéon controlada, incluyendo
implantes y sistemas de administracion microencapsulados. Pueden usarse polimeros biodegradables
biocompatibles, tales como etilenvinilacetato, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres, y acido
polilactico. Los procedimientos para la preparacion de dichas formulaciones seran evidentes para los expertos en la
técnica. Las suspensiones liposomales que contienen los antagonistas descritos en la presente invencién también
puede usarse como transportadores farmacéuticamente aceptables. Estos pueden prepararse de acuerdo con
procedimientos conocidos por expertos en la materia.

Por ejemplo, un antagonista especifico de GDF8 puede asociarse con un polimero, por ejemplo, un polimero
sustancialmente no antigénico, tal como 6xidos de polialquileno u éxidos de polietileno. Los polimeros adecuados
variaran sustancialmente en peso. Pueden usarse polimeros que tienen un peso molecular promedio que varia
aproximadamente de 200 a aproximadamente 35.000 (o de aproximadamente 1.000 a aproximadamente 15.000, o
de aproximadamente 2.000 a aproximadamente 12.500).

Por ejemplo, un antagonista especifico de GDF8 puede conjugarse con un polimero hidrosoluble, por ejemplo,
polimeros de polivinilo hidrdéfilos, por ejemplo, alcohol polivinilico y polivinilpirrolidona. Una lista no limitante de
dichos polimeros incluye polimeros de éxido de polialquileno tales como polietilenglicol (PEG) o polipropilenglicoles,
polioles polioxietilenados, copolimeros de los mismos y copolimeros de bloque de los mismos, siempre que la
solubilidad en agua de los copolimeros de bloque se mantenga. Los polimeros Utiles adicionales incluyen
polioxialquilenos tales como polioxietileno, polioxipropileno y copolimeros de bloque de polioxietileno y
polioxipropileno (Pluronics); polimetacrilatos; carbémeros; polisacaridos ramificados o no ramificados, que
comprenden los monémeros de sacérido D-manosa, D y L-galactosa, fucosa, fructosa, D-xilosa, L-arabinosa, acido
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D-glucurénico, acido sialico, acido D-galacturdnico, acido D-manurénico (por ejemplo, acido polimanurénico o acido
alginico), D-glucosamina, D-galactosamina, D-glucosa y &cido neuraminico incluyendo homopolisacéaridos y
heteropolisacéaridos tales como lactosa, amilopectina, almidén, almidon hidroxietilico, amilosa, sulfato de dextrano,
dextrano, dextrinas, glucogeno o la subunidad polisacarida de acidos mucopolisacaridos, por ejemplo, acido
hialurénico; polimeros de alcoholes de azlcar tales como polisorbitol y polimanitol; heparina; etc.

Otros compuestos también pueden unirse al mismo polimero, por ejemplo, una citotoxina, un marcador, u otro
agente de direccionamiento, por ejemplo otro antagonista de GDF8 o un ligando no relacionado. Para la reticulacién
pueden utilizarse 6xidos de polialquileno monoactivados terminados en alcoxi (PAQO), por ejemplo, polietilenglicoles
terminados en monometoxi (MPEG), polimeros terminados el alquilo C1-4 y 6xidos de polietileno (glicoles)
bisactivados (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos No. 5.951.974).

En una realizacién, el polimero de antes de la reticulacién con el ligando no necesita ser, pero es preferentemente,
hidrosoluble. Generalmente, después de la reticulacién, el producto es hidrosoluble, por ejemplo, muestra una
solubilidad en agua de al menos aproximadamente 0,01 mg/ml, y mas preferentemente de al menos 0,1 mg/ml, y
aun mas preferentemente de al menos aproximadamente 1 mg/ml. Ademas, el polimero no debe ser muy
inmunogénico en la forma del conjugado, ni tampoco debe poseer viscosidad que sea incompatible con infusion
intravenosa, aerosolizacién o inyeccion, si el conjugado se pretende administrar por dichas vias.

En una realizacién, el polimero contiene solamente un grupo sencillo que es reactivo. Esto ayuda a impedir la
reticulaciéon de moléculas de ligando entre si. Sin embargo, esta dentro del ambito del presente documento
maximizar las condiciones de reaccién para reducir la reticulacién entre moléculas de ligando o purificar los
productos de reaccién a través de filtracién en gel o cromatografia de intercambio iénico para recuperar derivados
sustancialmente homogéneos. En otras realizaciones, el polimero contiene dos 0 mas grupos reactivos con el fin de
unir multiples ligandos a la estructura del polimero. De nuevo, pueden utilizarse filtracién en gel o cromatografia de
intercambio i6nico para recuperar el derivado deseado en forma sustancialmente homogénea.

El peso molecular del polimero puede variar hasta aproximadamente 500.000 D, y preferentemente es de al menos
aproximadamente 20.000 D, o de al menos aproximadamente 30.000 D, o de al menos aproximadamente 40.000 D.
El peso molecular seleccionado puede depender del tamafo eficaz de conjugado a conseguir, la naturaleza (por
ejemplo, estructura, tal como lineal o ramificada) del polimero y el grado de derivatizacion.

Puede usarse un enlace covalente para unir un antagonista especifico de GDF8 con un polimero, por ejemplo,
reticulacion a un grupo amino N-terminal del ligando y grupos épsilon amino encontrados en los restos de lisina del
ligando asi como otros grupos amino, imino, carboxilo, sulfhidrilo, hidroxilo u otros grupos hidréfilos. El polimero
puede unirse covalentemente directamente al antagonista GDF8 sin el uso de un agente reticulante multifuncional
(comunmente bifuncional). La unién covalente a grupos amino se realiza por reacciones quimicas conocidas
basadas en cloruro cianurico, diimidazol carbonilo y grupos reactivos aldehido (alcéoxido PEG mas acetil dietilico de
bromoacetaldehido, PEG mas DMSO vy anhidrido acético, o cloruro de PEG mas el fenéxido de 4-
hidroxibenzaldehido, ésteres de succinimidil activados, ditiocarbonato de PEG activado, 2,4,5-
triclorofenilcloroformato o P-nitrofenilcloroformato activado con PEG). Los grupos carboxilo pueden derivatizarse por
acoplamiento de PEG-amina usando cabodiimida. Los grupos sulfhidrilo pueden derivatizarse acoplando el PEG
sustituido por maleimido (por ejemplo, alcoxi-PEG amina mas 4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato) de
sulfosuccinimidilo (véase el documento WO 97/10847) o PEG-maleimida). Como alternativa, los grupos amino libres
del ligando (por ejemplo, grupos amino épsilon en restos de lisina) pueden tiolarse con 2-imino-tiolano (reactivo de
Traut) y después acoplarse con derivados que contengan maleimida de PEG, por ejemplo, como se describe en
Pedley y col. (1994) Br. J. Cancer 70: 1126-30.

Estan disponibles polimeros de PEG funcionalizados que pueden unirse a un antagonista de GDF8, por ejemplo, de
Shearwater Polymers, Inc. (Huntsville, AL). Dichos derivados de PEG comercialmente disponibles incluyen, por
ejemplo, amino-PEG, ésteres de aminoacido PEG, PEG-hidracida, PEG-tiol, PEG-succinato, PEG carboximelitado,
PEG-acido propiénico, aminodcidos de PEG, succinimidil succinato PEG, succinimidil propionato PEG,
succinimidiléster de PEG carboximetilado, succinimidilcarbonato de PEG, ésteres de succinimidilo de aminoacidos
de PEG, PEG-oxicarbonilimidazol, PEG-nitrofenil carbonato, PEG tresilato, éter glicidilico-PEG, PEG-aldehido,
vinilsulfona de PEG, maleimida de PEG, PEG-ortopiridil disulfuro, PEG heterofuncionales, derivados de PEG vinil,
silanos de PEG, y fosfélidos de PEG. Las condiciones de reaccién para el acoplamiento de estos derivados de PEG
pueden variar dependiendo del antagonista especifico de GDF8, de grado deseado de PEGilacién, y del derivado
PEG utilizado. Algunos factores implicados en la eleccién de derivados de PEG incluyen: el punto de unién deseado
(tal como grupos R de lisina cisteina), estabilidad hidrolitica y reactividad de los derivados, estabilidad, toxicidad y
antigenicidad de la union, idoneidad para analisis, etc. Instrucciones especificas para el uso de cualquier derivado
particular se encuentran disponibles a través del fabricante.

Los conjugados de antagonistas de GDF8 y un polimero pueden separarse de los materiales de partida que no han
reaccionado, por ejemplo, por filiracibn en gel o cromatografia de intercambio idnico u otras formas de
cromatografia, por ejemplo, HPLC. Especies heterdlogas de los conjugados se purifican entre si de la misma
manera. La resolucién de diferentes especies (por ejemplo, que contienen uno o dos restos de PEG) también es
posible debido a la diferencia en las propiedades idnicas de los aminoacidos que no han reaccionado (véase, por
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ejemplo, el documento WO 96/34015).

Los polinucledtidos y proteinas de la presente divulgacion se espera que presenten uno o mas de los usos o
actividades bioldgicas (incluyendo los asociados con ensayos citados a continuacién) identificados en el presente
documento. Los usos o actividades descritos para las proteinas de la presente divulgacién pueden proporcionarse
mediante la administracion o uso de dichas proteinas, o mediante la administracién o uso de los polinucleétidos que
codifican dichas proteinas (tales como, por ejemplo, en terapias génicas o vectores adecuados para la introduccién
de ADN).

Puede ser ventajoso formular composiciones orales o parenterales en forma de dosificaciéon unitaria para facilitar la
administraciéon y uniformidad de la dosificacién. La forma de dosificacién unitaria como se usa en el presente
documento se refiere a unidades fisicamente separadas adecuadas como dosificaciones unitarias para el sujeto a
tratar, conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para producir el efecto
terapéutico deseado en asociacién con el trasportador farmacéutico requerido. La especificacion de las formas de
dosificacién unitarias de la divulgacion se dictaminan por y directamente dependen de las caracteristicas Unicas del
compuesto activo, del efecto terapéutico particular a conseguir, y de las limitaciones inherentes en la técnica de
formulacion de dicho compuesto activo para el tratamiento de individuos.

Otro aspecto de la presente divulgacion se refiere por consiguiente a kits para realizar la administracion de los
antagonistas de GDF8 de la invencion, por ejemplo, con o sin otros compuestos terapéuticos o para el uso de los
antagonistas de GDF8 como una herramienta de investigacion o terapéutica para determinar la presencia y/o nivel
de GDF8 en una muestra bioldgica, tal como un kit de ELISA. En una realizacion, el kit comprende uno o mas
antagonistas anti-GDF8 formulados en un transportador farmacéutico, y al menos un agente, como por ejemplo, un
agente terapéutico, formulado segun sea apropiado, en una 0 mas preparaciones farmacéuticas individuales.

Los ejemplos a continuacion se exponen para ayudar a comprender la invencién pero no pretenden ni deben limitar
el ambito de la invencién en modo alguno. Los ejemplos no incluyen descripciones de procedimientos
convencionales tales como formacién de hibridomas, ELISA, ensayos de proliferacion, andlisis de citometria de flujo
y técnicas de ADN recombinante. Dichos procedimientos son conocidos por los expertos habituales en la técnica.

La presente invencién se ilustra adicionalmente y se respalda por los siguientes ejemplos. Sin embargo, no debe
considerarse que estos ejemplos limiten adicionalmente el ambito de la invencién. Al contrario, un experto habitual
en la técnica entendera facilmente que hay otras realizaciones modificaciones y equivalentes de la presente
invencion sin salirse de la esencia de la presente invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1: Creacion de células de hibridoma y aislamiento de anticuerpos RK22 anti-GDF8

Se inmunizaron ratones con inactivacién genética de GDF8 (miostatina) (McPherron y col. (1997) Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 94: 12457-61) por inyeccion subcutanea con adyuvante completo de Freund y 20 ug de dimero de GDF8
recombinante que se purific6 de medio acondicionado con células CHO como se describe en Lee y McPherron
(1999) Curr. Opin. Genet. Dev. 9: 604-07. Se proporcionaron a intervalos de 2 semanas diversas inyecciones de
refuerzo de la misma cantidad de GDF8 y adyuvante incompleto de Freund. Se administr6 una inyeccién intravenosa
final en la vena de la cola de 2 ug de PBS antes del aislamiento de los esplenocitos de los ratones demostrando las
altas titulaciones de anticuerpos anti-GDF8. Los esplenocitos aislados se fusionaron con células de mieloma de
raton (Numero de Referencia de ATCC P3X63.Ag8.653). Después de 10-14 dias los sobrenadantes de los
hibridomas se recogieron y se ensayaron por ELISA para detectar los niveles de anticuerpos anti-GDF8, véase el
Ejemplo 2. Para asegurar la monoclonalidad, los hibridomas se seleccionaron para estudios posteriores clonados
por dilucion limitante repetida.

Los sobrenadantes de hibridomas que expresaban anti-GDF8 y/o anticuerpos purificados de los sobrenadantes
usando procedimientos de cromatografia de afinidad convencionales bien conocidos en la técnica se ensayaron para
la especificidad en ensayos descritos en el Ejemplo 2. De trece clones inicialmente ensayados para la unién a
GDF8, RK22 estaba entre los seleccionados para andlisis posterior.

Ejemplo 2: El anticuerpo RK22 interacciona especificamente con GDF8
Ejemplo 2.1: RK22 tiene una mayor afinidad por GDF8 que por BMP11 en ensayos ELISA

Se utilizaron técnicas ELISA convencionales usando GDF8 o BMP11 para determinar la especificidad de RK22 en la
unién con GDF8, es decir, para determinar si los anticuerpos demostraban una mayor afinidad por GDF8 que por
BMP11. Se purificaron GDF8 humano recombinante (GDF8 maduro y propéptido de GDF8) y la proteina BMP11 y
se caracterizaron como previamente se divulga en la Solicitud Publicada de Patente de Estados Unidos N°
2004/0142382. El complejo latente de GDF8 y el complejo latente de BMP11 se marcaron cada uno con biotina
individualmente a una proporciéon de 20 moles de EZ-link Sulfo-NHS-Biotina (Pierce, Rockford, IL, N® Cat. 21217)
con respecto a 1 mol de complejo durante 2 horas en hielo. La reaccion se finalizé disminuyendo el pH utilizando
TFA al 0,5 %, y el complejo biotinilado se sometié a cromatografia en una columna C4 Jupiter de 250 x 4,6 mm
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(Phenomenex, Torrance, CA) para separar la proteina madura (por ejemplo, GDF8 maduro del propéptido de GDF8
o BMP11 madura del propéptido de BMP11). Las fracciones de GDF8 biotinilado maduro o BMP11 biotinilado
maduro eluidas con un gradiente de TFA/CH3CN se agruparon, concentraron y cuantificaron mediante un kit de
reactivo de ensayo de proteina MicroBCATM (Pierce, Rockford, IL, N° Cat. 23235).

Una placa de microtitulaciéon de 96 pocillos (previamente revestida durante una noche a 4 °C con 5 pg/ml de
estreptavidina en PBS) se revistié con 0,5 ug/ml de GDF8 biotinilado o BMP11 biotinilada durante 1 h a temperatura
ambiente. El exceso de GDF8 o BMP11 se eliminé lavando con PBS que contenia Tween 20 al 0,1 % (v/v) (tampén
PBST). Las placas se bloquearon durante 1 h a temperatura ambiente en soluciéon SuperBlock™ (Pierce) y después
se aclararon con PBS. Las placas revestidas con GDF8 o BMP11 se incubaron a temperatura ambiente durante 1 h
con 100 pl de sobrenadante prebloqueado recogido de hibridomas de RK22 o con anticuerpo RK22 purificado a
diversas concentraciones. Para controlar la uniéon no especifica, el anticuerpo RK35 que se habia observado que se
unia e inhibia tanto a GDF8 como a BMP11 se utilizé junto con un anticuerpo irrelevante (Ac Irr.) que se demostro
que no se unia ni a GDF8 ni a BMP11 y también se ensayaron medios de control individualmente. El anticuerpo no
unido se retiré mediante 3 lavados de PBST seguido de 3 lavados con BPS. Cincuenta pl de una dilucién 1: 5000 de
conjugado de IgG de cabra anti-ratén con HRP se afiadié a cada pocillo. Las placas se incubaron a temperatura
ambiente durante 1 h. Cada placa se lavo tres veces con PBST, y posteriormente, 3 veces con PBS y se revelaron
para detectar una reaccion de color por la adicion del reactivo TMB (tetrametilbenzidina). La reaccion colorimétrica
se detuvo por la adicion de 100 pl de H>SO4 0,18 M. La sefal generada se midid leyendo la densidad éptica a
450 nm de cada pocillo usando un lector de placa de microtitulacion.

Como se muestra en las Figuras 1Ay 1B, los sobrenadantes de los hibridomas de RK22 tuvieron una mayor afinidad
por GDF8 que por BMP11 en comparacién con el sobrenadante aislado del anticuerpo control, RK35. La uniformidad
de la mayor afinidad para GDF8 por RK22 se confirm6 demostrando que la mayor afinidad por GDF8 de estos
anticuerpos no era dependiente de la dosis. Como puede observarse en la Figura 1A y B, a cada concentracién
ensayada los anticuerpos RK22 demostraron mayor unién a GDF8 que a BMP11. RK22 mostrd escasa union a
BMP11 mientras que por otro lado, el anticuerpo de control RK35 se unié tanto a GDF8 como a BMP11.

Ejemplo 2.2: Afinidades de union de RK22 por GDF8

Las interacciones cinéticas moleculares del anticuerpo RK22 con GDF-8 se analizaron cuantitativamente usando
tecnologia de resonancia de plasmén BlAcore, y se derivaron las constantes de velocidad cinética aparentes. En
estos estudios se midi6 la union del anticuerpo soluble a GDF-8 unido a la fase soélida. La orientacién de la superficie
del GDF-8 inmovilizado sobre la superficie del biosensor se controlé usando GDF-8 biotinilado (bio-GDF-8), el bio-
GDF-8 se inmovilizé sobre chips de biosensor de estreptavidina y después, diversas concentraciones de anticuerpo
se aplicaron por triplicado y la unién se midié en funcion del tiempo. A partir de estas mediciones se derivaron las
constantes de velocidad de disociacion aparente (Kq) y de velocidad de asociacion (Ka) y se usaron para calcular
una constante de afinidad de unién (Kqy) para la interacciéon. La concentracién activa de RK22, definida como la
fraccion de anticuerpo que es biolégicamente funcional, se determiné midiendo la fraccién de anticuerpo capaz de
unirse al bio GDF-8 inmovilizado en el chip usando el BlAcore con limitaciones parciales de transporte de masa
revistiendo una elevada densidad superficial e inyectando el anticuerpo a diferentes caudales. La tasa de asociacion
y disociacion para cada concentracion de anticuerpo se calcularon simultaneamente usando ajuste global con el
programa informatico BlAevaluation version 3.0.2.

El sistema BlAcore 2000, Sensor Chip SA (BR-1000-32), tamp6n HBS/EP (HEPES 0,01 M pH 7,4, NaCl 0,15 M,
EDTA 3,0 mM y polisorbato 20 al 0,005 % (v/v), N-hidroxisuccinimida (NHS-EP)) se obtuvieron en BlAcore AB,
Uppsala, Suecia. El bio-GDF8 humano (Lote 25251-15) se purific6. Se preparé TFA al 0,1 % (v/v) (Sigma) en agua.
Los datos experimentales de las determinaciones cinéticas de la interaccion anticuerpo-antigeno se realizaron
usando el programa informatico BlAevaluation version 3.0.2.

Para preparar la superficie bio-GDF8, se mantuvo un flujo continuo de tampén HBS/EP sobre la superficie del
sensor. La estreptavidina sobre la superficie del sensor se acondicioné con 3 inyecciones (de 1 minuto cada una) de
una solucion que contenia NaCl 1 My NaOH 25 mM. Para un recubrimiento a alta densidad (>2000 UR) el bio-GDF8
se diluyé a 1 ug/ml en tampdén HBS/EP y se inmovilizd sobre el chip de estreptavidina fluyéndolo sobre el mismo.
Para el recubrimiento a baja densidad (20-60 UR) GDF8 se diluyé adicionalmente a 0,1 ug/ml y el volumen de bio-
GDF8 inyectado vario de acuerdo con la densidad necesaria. La superficie de estreptavidina sobre la celda de flujo
se utilizd como superficie de referencia. Como control se utilizd la primera celda de flujo como superficie de
referencia para corregir el indice refractivo de masa, los efectos de matriz y la unién no especifica, la segunda,
tercera y cuarta células de flujo se recubrieron con la molécula de captura.

La fraccién del anticuerpo RK22 capaz de unirse a bio GDF-8 inmovilizado sobre el chip se analiz6 usando el
BlAcore con limitaciones parciales de transporte de masa. En este experimento, el anticuerpo anti-GDF-8 a 200 nM
y 100 nM (concentraciones medidas basadas en la DO 280) se inyectaron a caudales de 2, 10, 30, 50 y 100 ul/min.
Las limitaciones de transporte de masa pueden detectarse por inspeccion visual de los gramos del sensor, dado que
las pendientes aumentaron con caudales en aumento. Las superficies del biosensor se regeneraron usando 5 ul de
TFA al 0,1 %.
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Se diluyeron ambos anticuerpos RK22 anti-GDF-8 en tampdn HBS-EP (Biacore AB), se inyectaron alicuotas sobre el
bio-GDF8 inmovilizado a un caudal de 30 ul/min, después de la inyeccion durante tres minutos, la disociaciéon se
monitorizé en tampdén BlAcore durante diez minutos al mismo caudal. Las concentraciones de anticuerpo inyectadas
fueron 300, 150, 75, 37,5, 18,7, 9,3, 4,6, 2,3 y 0 nM; cada inyeccién se realizo por triplicado. Los efectos del blanco y
tampon se restaron de cada sensograma utilizando una doble referencia. Las superficies del biosensor se
regeneraron utilizando 5 ul de TFA al 0,1 %, antes de la inyeccion de la siguiente muestra HBS-EP fluyé a través de
cada celda. La respuesta se midi6 en unidades de resonancia (UR) que representan la masa de uniéon de RK22.

Los datos cinéticos se analizaron usando el programa informatico BlAevaluation 3.0.2 suponiendo tanto un analito
bivalente (A) uniéndose a ligando monovalente (B). A+B = AB Ka1*Kg1; AB+B = AB2 K.2*K42; y un analito
monovalente (A) uniéndose a ligando monovalente (B) A+B = AB Kj;1*Kqyl. Las constantes de velocidad de
disociacion (kq) y de asociacion (ka) aparentes se calcularon a partir de las regiones apropiadas de los sensogramas.
La constante de afinidad de unién de la interaccion entre el anticuerpo y GDF8 se calcularon a partir de las
constantes de velocidad cinética mediante la siguiente férmula: Kq = kd / ka. Como puede observarse en la Figura 2,
RK22 demostr6 un valor Ky de 7 nM en la media de tres experimentos.

Ejemplo 3: RK22 inhibe la sefalizacion de GDF8 in vitro e in vivo

Ejemplo 3.1: Inhibicién de la actividad bioldgica del GDF-8 humano recombinante purificado en el ensayo de gen
indicador basado en células usando RK22

Para demostrar la actividad de GDF-8 en el ensayo in vitro basado en células, se desarroll6 un ensayo con gen
indicador (RGA) usando un vector indicador pGL3 (CAGA)12 que expresa luciferasa bajo el control del promotor
inducido por TGF-B. Se describi6 previamente que la secuencia CAGA era una secuencia sensible a TGF-$ dentro
del promotor del gen inducido por TGF- PAI-1 (Thies S y col 2001). Se preparé un vector indicador que contenia 12
cajas CAGA utilizando el plasmido indicador de luciferasa basico pGL3 (Promega, Madison, WI). La caja TATA y el
sitio de inicio de la transcripcion del promotor mayor principal de adenovirus (-35/+10) se insert6 entre los sitios Bglll
y Hindlll. Los oligonucleétidos que contenian 12 repeticiones de las cajas CAGA AGCCAGACA se hibridaron y se
clonaron en el sitio Xhol. La linea celular de rabdomiosarcoma humano A204 (ATCC HTB-82) se transfectd de
manera transitoria con pGL3 (CAGA)12 usando el reactivo de transfeccion FUGENE 6 (Boehringer Manheim,
Alemania). Después de la transfeccion, las células se cultivaron en placas de 96 pocillos en medio McCoy 5A
complementado con glutamina 2 mM, estreptomicina 100 U/ml, penicilina 100 ug/ml y suero de ternero fetal al 10 %
durante 16 h. Después, las células se trataron con o sin GDF-8 10 ng/ml en medio McCoy 5A con glutamina,
estreptomicina, penicilina y albumina de suero bovino 1 mg/ml durante 6 h a 37 °C. La luciferasa se cuantificoé en las
células tratadas utilizando el Sistema de Ensayo Luciferasa (Promega). El ensayo se repitié usando BMP-11 10
ng/ml.

Para ensayar la actividad inhibidora de RK22, se preincubd GDF-8 con anticuerpo RK22 durante 1 h a temperatura
ambiente. Esta mezcla se afadié después a las células transfectadas y se incubaron durante 6 h a 37 °C. La
luciferasa se cuantificé usando el Sistema de Ensayo Luciferasa (Promega). La capacidad de RK22 para bloquear la
actividad de BMP-11 se midi6 utilizando el mismo protocolo.

Como se observa en la Figura 3, la induccién de la actividad del indicador pGL3(CAGA)12 como LCPS cuando las
células no se trataron (bkgd) o tratadas con 10 ng/ml de GDF8 en ausencia o presencia de RK22. Cada uno de
estos anticuerpos redujo al menos una actividad de GDF8, es decir, la induccién de luciferasa mediada por GDFS8,
de una manera sensible a la dosis, con un valor CI50 de 0,4 nM para RK22. El anticuerpo control RK35 tuvo una
CI50 de 0,2 nm, y un anticuerpo irrelevante tuvo una CI50 de >100 nM. Aunque RK22 inhibié la sefalizacién
mediada por GDF8, estos anticuerpos no inhibieron significativamente la actividad biolégica de BMP11; la CI50 para
inhibicion de la actividad de BMP11 por RK22 no fue detectable, 30 nM y >100 nM, respectivamente. Estos datos
demuestran que RK22 inhibe especificamente la sefalizacion de GDF8 in vitro con un grado similar a como lo hace
el anticuerpo RK35 no especifico.

Ejemplo 3.2: RK22 inhibe la actividad de GDF8 in vivo

Para determinar si los anticuerpos RK22 antagonizan la actividad de GDF8 in vivo, se seleccioné RK22 como
anticuerpo representativo para ensayar adicionalmente en ratones SCID adultos. Los ratones SCID padecen una
inmunodeficiencia combinada severa y por lo tanto no generan una reaccién inmunoldgica después de inyecciones
de anticuerpos tales como RK22. Se inyecté RK22 a ratones SCID durante un periodo de cuatro semanas. Se
administraron tres dosificaciones de RK22:1 mg/kg/semana, 10 mg/kg/semana y 40 mg/kg/semana. Myo-29
administrado a una dosis de 10 mg/kg/semana se us6 como un control positivo y se compard con las diferentes
concentraciones de RK22 administradas.

La masa muscular se usé como un indicador para la actividad de GDF8 en ratones tratados con RK22. Se extirparon
tres grupos de musculos diferentes, gastrocnémico, tibial anterior y cuadriceps, y se determiné el peso muscular.
Como se muestra en la Figura 4, RK22 aument6 significativamente la masa muscular a una dosis de 10
mg/kg/semana. En comparacion con el control positivo, Myo29 aumenté la masa muscular aproximadamente un 10
% tanto a la dosis de 10 mg/kg/semana para RK22 como Myo029.
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Ejemplo 4: Caracterizacion de sitios de union RK22
Ejemplo 4.1: Valoracion de la inhibicion de RK22 de la unién de GDF8 a ActRIIB

Para determinar si los anticuerpos RK22 son capaces de antagonizar la actividad de GDF8 impidiendo la unién la
uniéon de GDF8 con su receptor ActRIIB, se ensayaron los anticuerpos en un ensayo de unién a ActRIIB (por
ejemplo, un ensayo de neutralizacién). La capacidad de los anticuerpos RK22 purificados se exploré para inhibir la
unién de GDF8 biotinilado con la proteina de fusién ActRIIB inmovilizada en una placa de ensayo de microtitulacion
de 96 pocillos de plastico. La quimera recombinante ActRIIB-Fc (R&D Systems, Minneapolis, MN, Cat. N2 339-
RB/CF) se revistioé sobre placas de ensayo de fondo plano de 96 pocillos (Costar, NY, N° Cat. 3590) a 1 pug/ml en
tampodn del carbonato sédico 0,2 M durante una noche a 4 °C. Después, las placas se bloquearon con 1 mg/ml de
albumina de suero bovino y se lavo siguiendo un protocolo ELISA convencional. Veinte ng/ml de GDF8 biotinilado en
solitario o preincubado durante una hora a temperatura ambiente con diversas concentraciones de RK22 se
anadieron a la placa ELISA bloqueada. Para establecer la fuerza de los clones medida por valores Clso, se anhadio
una titulacion de anticuerpos. Se incluyeron GDF8 biotinilado preincubado con anticuerpo irrelevante o un anticuerpo
control que bloquea la unién de GDF8 a ActlIRB como controles. Una hora después a temperatura ambiente, los
complejos anticuerpo-proteina bloqueada se lavaron de nuevo y la cantidad de GDF8 unido a ActlIRB unido a la
placa se detect6 con estreptavidina marcada con europio utilizando el kit de reactivo DELFIATM (PerkinElmer
LifeSciences, Boston, MA) en un ensayo fluorométrico resuelto en tiempo (FRT).

En la Figura 5 se muestran los resultados del ensayo de neutralizacion de ActRIIB. Por lo tanto, aunque es posible
que los anticuerpos RK22 inhiban la sefalizacion de GDF8 inhibiendo la capacidad de GDF8 de unirse a ActRIIB, es
mas probable que esté implicado otro mecanismo.

Ejemplo 4.2: RK22 se une a epitopos especificos de GDF8.

Aunque GDF8 y BMP11 estan estrechamente relacionados, RK22 es especifico para GDF8. Por consiguiente, se
llega a la hipotesis de que los epitopos reconocidos por estos anticuerpos son también especificos contra GDF8 y
por tanto, los epitopos especificos contra GDF8 pueden usarse como antagonistas (por ejemplo, como
péptidomiméticos) para inhibir especificamente la sefalizacién de GDF8 y/o explorar o preparar antagonistas
especificos de GDF8.

Para determinar los epitopos de GDF8 reconocidos por anticuerpos RK22, 48 péptidos solapantes de 13 restos que
presentan toda la secuencia de GDF8 maduro expuesta como SEC ID N%: 1 se sintetizaron directamente en un papel
de celulosa utilizando la técnica de sintesis in situ (Molina y col. (1996) Peptide Res. 9: 151-55; Frank y col. (1992)
Tetrahedron 48: 9217-32). El solapamiento de los péptidos fue de 11 aminoacidos. En esta matriz, los restos de
cisteina se reemplazaron con serina para reducir las complicaciones quimicas que estan producidas por la presencia
de cisteinas. Las membranas de celulosa modificadas con polietilenglicol y aminoacidos protegidos con Fmoc se
adquirieron en Abimed (Lagenfeld, Alemania). La matriz se defini6 sobre la membrana por acoplamiento de un
espaciador B-alanina, y los péptidos se sintetizaron utilizando quimica de acoplamiento DIC
(diisopropilcarbodiimida)/HObt (hidroxibenzotriazol) convencional como se ha descrito anteriormente (Molina y col.,
citado anteriormente; Frank y col.; citado anteriormente).

Los aminodcidos activados se motearon usando un robot Abimed ASP 222. Las etapas de lavado y desproteccion se
realizaron manualmente y los péptidos se acetilaron en N-terminalmente después del ciclo de sintesis final. Después
de la sintesis peptidica, la membrana se lavo en metanol durante 10 min y en bloqueante (TBST (solucion salina
tamponada con Tris con Tween TM 20 al 0,1 % (v/v) y caseina al 1% (p/v)) durante 10 min. Después, la membrana
se incubd con 2,5 pug/ml de anticuerpo RK22 anti-GDF8 en bloqueador durante una hora con agitacion suave.
Después de lavado con bloqueador 3 veces durante 10 min, la membrana se incubd con anticuerpo secundario
marcado con HRP (0,25 ug/ml en bloqueador) durante 30 min. Después, la membrana se lavé tres veces durante 10
min cada una con blogueador y 2 veces durante 10 min cada una con TBST. El anticuerpo unido se visualiz6 usando
el reactivo SUPERSIGNALTM West (Pierce) y una camara digital (Alphananotech Fluoromager). Las transferencias
puntuales se muestran en la Figura 6 y los resultados se resumen en la Tabla 4. Las transferencias puntuales
demuestran que RK22 se une a un epitopo (o epitopos) de GDF8 que tiene y/o consisten esencialmente en una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: DFGLDS (SEC ID N%: 4), FEAFGWDWIIAPKRY
(SEC ID N2:6), FVFLQKYPHTLVHQ (SEC ID N%8), SSGESEFVF (SEC ID N210),
WIAPKRYKANYSSGESEFVFLQKY (SEC ID N2 11), y posiblemente subsecuencias de las mismas. En particular, el
epitopo (o epitopos) para RK22 mapean en una region de GDF8 que supuestamente interacciona con el receptor de
Tipo | de GDF8 (ALK4/ALKS5).

TABLA 4

Regiones aproximadas de GDF8 humano unido por anticuerpos monoclonales de ratén
RK22

Regiones de reconocimiento del receptor de
Tipo | y N-terminal

Area epitdpica
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(continuacién)
Regiones aproximadas de GDF8 humano unido por anticuerpos monoclonales de ratén

RK22

Interaccién con los amino&cidos de la SEC ID N2: 1

. 1-6; 24-38; 49-63
(aproximada)

Ejemplo 5: Humanizacion de RK22
Ejemplo 5.1: Secuenciacion de anticuerpos

Los genes pesado variable (VH) y ligero variable (VL) que codifican RK22 se clonaron de las células de hibridoma
que producian el anticuerpo RK22 y después se determinaron las secuencias de aminoacidos. Estas secuencias se
listan en la Tabla 1 como SEC ID N%: 14y 16.

Ejemplo 5.2: Linea germinal de anticuerpo RK22

Los datos de la secuencia de los anticuerpos se usaron para identificar la secuencia de la linea germinal mas
proxima para la cadena pesada y ligera de RK22, por ejemplo, DP-5 y DP-7 presentaron aproximadamente una
identidad del 65 % y 71 % con VH de RK22, respectivamente (Figura 7); mientras que DPK 24 presentd una
identidad de aproximadamente el 78 % con VL de RK22 (Figura 8). Se realizaron las mutaciones apropiadas usando
técnicas convencionales de mutagénesis dirigida a sitios con los cebadores mutagénicos apropiados. La mutacion
de secuencias de anticuerpos se confirmo por analisis de secuencia. Esta memoria descriptiva se entiende con mas
profundidad a la luz de las ensefianzas de las referencias citadas con la memoria descriptiva.

Ejemplo 6: Formatos de inmunoensayo tipo sandwich para cuantificar y detectar GDF8

Cada uno de los anticuerpos descritos en los Ejemplos a continuaciéon se biotinilaron usando un kit de biotinilacién
Sulfo-LC EZ Link de Pierce. A partir de estudios previos, se determind que un exceso de 40 veces de NHS-biotina
era 6ptimo para la biotinilacion de ambos anticuerpos. Se biotinilaron 400 ug de cada anticuerpo usando un exceso
molar de 40 veces de biotina. Esto dio como resultado una incorporacién de aproximadamente 3 a 5 mmoles de
biotina por mmol de anticuerpo. Después de la biotinilacion, todos los anticuerpos se dializaron en PBS durante una
noche a 4 °C y la concentracién de proteina total se determind por BCA. Para determinar la proporcién molar de
incorporacion de biotina, se afadié una solucidon del anticuerpo biotinilado a una mezcla de acido 2-(4'-
hidroxiazobenceno)benzoico (HABA) y avidina. Debido a su mayor afinidad por la avidina, la biotina desplaz6 al
HABA de su interaccion con avidina y la absorbancia a 500 nm disminuy6 proporcionalmente. La cantidad de biotina
conjugada con un anticuerpo puede cuantificarse midiendo la absorbancia de la solucion HABA-avidina antes y
después de la adicion de la muestra biotinilada. El cambio de absorbancia se refiere a la cantidad de biotina
incorporada en el anticuerpo.

Adicionalmente, el suero utilizado en los estudios descritos mas adelante esta desprovisto de GDF8 endbgeno. Se
prepard una columna de afinidad de reducciéon de GDF-8 en suero usando 1 mg de anticuerpo monoclonal MYO-29
inmovilizado en perlas de sefarosa activadas con bromuro de ciandégeno. La columna se lavo previamente con acido
acético 0,1 M y se neutralizé con PBS que contenia NaCl 250 mM pH 7,2 antes de la adicién de suero humano.
Debido a la activacién aparente de GDF-8 latente por calentamiento a 65 °C, el suero se precalenté 65 °C durante
diez minutos y después se hizo pasar tres veces a través de una columna de afinidad anti-GDF8 de MYO-029 1 mg
y se comprobd la actividad en ensayos de GDF-8 libre y total. Inicialmente, 2,5 ml de volimenes de suero se
hicieron pasar sobre la columna. Después de un ensayo inicial, volimenes mas grandes de suero (alicuotas de 13
ml) se calentaron y se redujeron en GDF-8 por pases miltiples sobre la columna de afinidad con lavados
intermedios de la columna en &cido acético 0,1 M. Este suero empobrecido se usé como la matriz para la generacion
de curvas patrén con concentraciones conocidas de GDF-8 maduro.

Ejemplo 6.1 Experimentos del emparejamiento de anticuerpos: Comparacion de formatos de inmunoensayo: Captura
de RK35 con detector de RK22 o captura de RK22 con detector de RK35.

Cada anticuerpo monoclonal anti-GDF-8 se recubri6 individualmente en borato sédico 0,1 M en una placa de 96
pocillos de alta unién, (Immulon 4 HBX) durante una noche a 4 °C o durante 1 hora a 37 °C a una concentracion de
1 ug/ml. La placa se lavd y después se bloqued durante diez minutos con reactivo Pierce Superblock. Se diluyé
GDF-8 de reserva (1,77 mg/ml en &cido trifluoroacético TFA al 0,1 %) a 10 pug/ml en acido trifluoroacético (TFA)
0,1 % en tubos de plastico siliconizados y posteriormente se diluyé en suero humano empobrecido en GDF8 a
concentraciones que variaban de 12,5 ng/ml a 0,2 ng/ml como calibradores para la generacién de curvas patrén. La
curva patron se proceso por triplicado usando las columnas 1-3 de la placa de ensayo. En una placa de 96 pocillos
independiente previamente bloqueada, se anadieron alicuotas de 30 pul de suero de ensayo a cada uno de los 6
pocillos (para determinaciones por triplicado) que contenia 120 pl de tampén THST (concentracion final, suero al 20
%; volumen total, 150 pl). Para el ensayo de GDF-8 total, se transfirieron 80 ul de esta solucion a una placa de PCR
de 96 pocillos y se calenté a 80 °C durante 5 minutos. Las muestras calentadas se enfriaron en hielo antes de la
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adicion a la placa de ensayo.

A los pocillos utilizados para la curva patrén, se afiadieron 65 ul de tampdn THST a todos los pocillos seguido por
10 wl de suero calibrador para enrasar el volumen final a 100 pl. De la placa de preparacion, se retiraron 50 pl de
muestra de suero al 20 % no caliente y se afadieron a la placa de ensayo para una concentracién de suero final de
10 % de suero en un volumen total de 100 pl. De la placa calentada, se anadieron 50 ul de suero al 20 % a una
placa de ensayo secundaria. Las placas de ensayo secundarias se incubaron a temperatura ambiente con agitacion.
Después de 1,5 horas, las placas se lavaron y se ariadi6 reactivo Superblock durante 5 minutos. Se afadieron RK22
o RKS35 biotinilado a los pocillos a 150 ng/ml durante 1,5 horas con agitacién. Las placas se lavaron y volvieron a
bloguearse antes de la adicién de 100 ul de dilucién de estreptavidina ultrasensible-HRP (1: 20.000) durante 1 hora
temperatura ambiente con agitacion. Las placas se lavaron y volvieron a bloquearse antes de la adicion de sustrato
TMB durante 15 minutos a temperatura ambiente con agitacion. La reaccion se detuvo mediante la adicién de HxS04
0,5 My se leyeron en un lector de placa Spectramax de Molecular Devices a 450 nm. En las Figuras 9A y 9B puede
observarse una comparacion de los formatos de inmunoensayo: captura de RK35/detector de RK22 o captura de
RK22/detector de RK35. Como se observa, cualquier formato pudo detectar entre 100 y 10 pg/ml de GDF8 en
tampo6n de ensayo THST o en suero al 10 %.

Ejemplo 6.2 Efectos de suero sobre el ensayo de GDF-8

Los resultados previos sugieren que los efectos de fondo en suero aumentan los valores de absorbancia en el
intervalo de 0,3 unidades de DO a aproximadamente 0,5 unidades de DO dependiendo de la muestra de suero a
analizar (datos no mostrados). Se determind que la causa de aumento de sefial se debia al efecto HAMA (es decir,
una reaccion de IgG de suero humana con los anticuerpos monoclonales de ratén usados en el ensayo) analizando
el suero humano contra RK22 revestido 0 no revestido (control) con placas de ensayo HBX (Figura 10). Las placas
sin anticuerpo monoclonal no mostraron aumento de sefial lo que sugiere que el aumento del fondo no se debia a la
unién no especifica del suero a la placa sino que era dependiente de la presencia de anticuerpo monoclonal.

Varios intentos para reducir el fondo no tuvieron éxito, incluyendo disociacién con acido y la adicion de exceso de
IgG de diversas especies para bloquear la uniéon de IgG humana a las IgG murinas (datos no mostrados). La adicion
de un reactivo disponible comercialmente, especialmente disefiado para reducir la interferencia HAMA del ensayo
(Reactivo de Inhibicion de Inmunoglobulina (Il R)) fue exitosa cuando se afadié al siguiente inmunoensayo. 1 ug/ml
de RK35 diluido en Borato de Na 0,1 M pH 8,5 se us6 como reactivo de captura. Myo-29 se titulé sobre la placa +/-
suero +/- lIR y también 250 pg/ml de GDF8 y se incubé durante 1,5 horas. Se afadié RK22 biotinilado a una dilucién
de 1:10.000 en tampén de ensayo THST y se incubd durante 1,5 horas. 100 ul de estreptavidina-HRP diluida a
1:20.000 en THST seguido por el revelado de la reaccion en TMB. Como puede observarse en la Figura 11, el
fondo HAMA se redujo usando el reactivo IIR.

Ejemplo 6.3: Inhibicion de la union de GDF8 con anticuerpo MYO-029

MYO-029 (depositada el 2 de octubre, 2002, en la Coleccion Americana de Cultivos de Tejidos (ATCC) bajo los
Numeros de Denominacion de Depésito respectivos PTA-4741) es un anticuerpo terapéutico que se ha usado en
ensayos clinicos en un esfuerzo para aumentar la fuerza muscular en pacientes con trastornos musculares. En el
inmunoensayo para detectar GDF8 en pacientes a los que se ha administrado Myo-029, como se describe en el
presente documento, se ha mostrado que tiene reactividad cruzada de anticuerpo de ensayo RK35 con MYO-029
por la unién a GDF-8. Para verificar esta reactividad cruzada MYO-029 se recubridé en las placas de ensayo. Se
afadieron 1200 pg/ml de GDF-8 a cada pocillo. Después se anadieron concentraciones en aumento de RK22
biotinilado o RK85 biotinilado. Como se observa en la Figura 12, GDF-8 no marcado compite con RK35 biotinilado
por la unién a MYO-029 y no se genero sefal en esta configuracion. No se produjo sefial con RK35 biotinilado, lo
que indica reactividad cruzada entre RK35 y MYO-029 por la unién a GDF8.

Ejemplo 6.4: El uso de MyO-029 como un competidor para GDF8

Se realizaron ensayos usando ambas configuraciones de ensayo (RK35/RK22 o RK22/RK35) y cantidades en
aumento de anticuerpo terapéutico MYO-029 con una concentracién constante de GDF-8 (250 pg/ml) anadido en
tampdn de ensayo o en suero humano al 10 %. Como se observa en la Figura 13A, RK22 se us6 como anticuerpo
de captura. GDF-8 a 250 pg/ml se incubé durante 1,5 horas a temperatura ambiente con RK35 biotinilado a 150
ng/ml y concentraciones en aumento de MYO-029 (de 0 a 20 ug/ml). Incluso la concentracién mas alta de MYO-029
solo se observé una inhibicion de aproximadamente el 30 %. Como se observa en la Figura 13B se usé RK35 como
anticuerpo de captura. GDF-8 a 250 pg/ml se incub6 durante 1,5 horas a temperatura ambiente con RK22 biotinilado
y concentraciones en aumento de MYO-029. Se observd una inhibicion de casi el 100 % a las concentraciones de
MYO-029 > 5 ug/ml.

Ejemplo 6.5 Recuperacion de adicion en suero humano usando el formato de deteccion RK35 de captura/RK22.

En experimentos de recuperacién de adicion se analizaron tres muestras de suero humano para la recuperacion de
GDF-8. Cada muestra se diluyé a 600 pg/ml en suero de GDF-8 maduro al 100 % y se diluy6 en serie dos veces
para producir muestras de 600, 300 y 150 pg/ml de GDF-8. Cada una de estas muestras se analizé en el formato de
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RK35 de captura/RK22 de deteccion con o sin la adicién de 20 ug/ml de MYO-29, véase la Figura 14A. Se calculé la
reduccion de sefial debida a la adicién de MYO-29, véase la Figura 14B. Estos valores se compararon con una curva
patrén de GDF-8 generada en tampdn de ensayo THST y los valores observados frente a los valores esperados
para GDF-8 se trazan en la Figura 15. Los valores observados se encuentran bastante por debajo de los valores
esperados, lo que indica que solo las curvas patrén en tampén no cuantifican con precisiéon los valores GDF-8
encontrados en muestras de suero.

Ejemplo 6.6 El uso de suero frente a tampon de ensayo para la generacion de curvas patron

En este estudio se usé suero de ratén normal y suero de raton GDF-8 KO. Estos sueros, junto con el suero humano
normal y el tampén THST, se utilizaron para generar curvas patron usando la proteina GDF-8 madura, véase la
Figura 15. La diferencia en la pendiente entre las curvas patron generadas en suero frente al tampdn explican por
qué los valores observados frente a los previstos en experimentos de recuperacidon/adicion difieren tan
drasticamente (Figura 16) cuando el tamp6n es el medio usado para la generacion de curvas patrén. La pendiente
reducida de la curva patrén en suero en comparacién con la curva patrén en tampoén remarca los efectos de matriz
del suero sobre la sefal producida y sugiere que las curvas patron deben generarse en suero. El suero de raton KO
no esta disponible en las cantidades necesarias para el desarrollo del ensayo y el suero normal de ratén tiene altos
niveles endégenos de GDF-8 que podrian interferir con la prediccion de GDF-8 en muestras de suero desconocidas.
El suero normal humano también tiene niveles endégenos de GDF-8, aunque menores que el de ratén normal, que
también afiade un factor de interferencia no deseado. Una posible alternativa seria empobrecer un conjunto de suero
humano normal de GDF-8 para su uso como matriz de calibracién de ensayo.

Ejemplo 6.7 Inactivacion/disociacion del anticuerpo Myo-29 en suero

Los estudios anteriores demostraron que la presencia de MYO-029 interfiere con la cuantificacion precisa de GDF-8
en el formato RK35/RK22 por reactividad cruzada con el epitopo para el anticuerpo RK35. Se lleg6 a la hipétesis de
que si se pudiesen disociar complejos GDF-8/MYO-029 en una muestra, seria posible desarrollar un inmunoensayo
que midiese de modo preciso GDF-8 en presencia de MYO-029. Existen algunas posibilidades para la disociacién de
anticuerpos de sus antigenos, incluyendo la disociacion acida y la termodesnaturalizacion. Basandose en un informe
(Brown y col.,, 1990, Growth Factors 3, 35-43) de que TGF-B latente puede activarse irreversiblemente por
termotratamiento. Un gradiente de temperatura de 65 2C a 80 °C en tampdn de ensayo THST no tuvo ningun efecto
sobre la inhibicion demostrada por el anticuerpo MYO-029 en el ensayo de GDF-8. Sin embargo, se realizd un
experimento piloto con suero normal no afadido, suero afadido con 400 pg/ml de GDF-8 maduro o suero anadido
con GDF-8 latente. En este experimento, el anticuerpo MYO-029 se afnadié al 20 %a suero y se calentdé a 80 °C
durante siete minutos (véase Figura 17). Los resultados indican que la actividad de GDF-8 en el ensayo se mantuvo
a esta temperatura y que el anticuerpo MYO-029 se inactivo en suero calentado a 80 °C. Esta inactivacion se
demostré de dos formas: 1) muestras de suero calentadas en presencia de Myo-029 tuvieron el mismo resultado de
sefial que las muestras de control calentadas sin la adicion de MYO-029 y 2) la sefal de ensayo pudo reducirse de
nuevo a niveles de fondo mediante la adicién de MYO-029 reciente después del calentamiento de la muestra. Estos
resultados se observaron en suero normal, suero al que se afnadié6 GDF-8 maduro y suero al que se anadi6 GDF-8
latente. Las muestras de suero a las que se anadié GDF-8 latente demuestran un aumento en la sefial que parece
dependiente del material de GDF-8 latente y no de GDF-8 maduro. Para determinar una duracién mas precisa para
la inactivacion efectiva, se realizé6 un experimento cinético usando suero normal afadido con 5 ug/ml de MYO-029.
Los resultados indican que el anticuerpo MYO-029 esta completamente inactivado en tan pronto como tres minutos
a 80 °C.

Ejemplo 6.8 Reduccion de GDF8 en suero humano

Para reducir suero humano en GDF-8 enddgeno, se prepar6 una columna de afinidad con 1 mg de anticuerpo MYO-
029 inmovilizado covalentemente en perlas de sefarosa mediante activacion con bromuro de cianégeno. La columna
se prelavo y se hicieron pasar pequefias alicuotas de suero humano sobre la columna y se ensayaron para actividad
de GDF-8 en el ensayo ELISA GDF-8. Adicionalmente, el suero se precalentd a 65 °C y después se enfrid antes de
pasarse sobre la columna. El suero calentado, cuando se procesa en el ensayo de GDF-8, presenta un aumento de
sefal que puede deberse a la activacién inmunoldgica de GDF-8 latente en suero. La Figura 18 muestra el aumento
de sefal en el ensayo de GDF-8 después del calentamiento y también la reduccion de sefial en el suero
calentado/empobrecido (C/E). Cabe destacar que no se observo aumento de la sefial en el suero C/E cuando volvid
a calentarse a 80 °C.

Ejemplo 6.9 Curvas patrén en suero C/E

Usando suero desprovisto de GDF-8 endb6geno se generaron curvas patron de inmunorreactividad en condiciones
de calor y no calor usando tanto GDF-8 maduro como GDF-8 latente. Se afadié GDF-8 maduro en suero al 100 % y
se diluy6 en serie de 2500 pg/ml a 40 pg/ml. GDF-8 latente se usé a una concentracion de proteina 20 veces la de
GDF8 maduro que en el intervalo de 50.000 pg/ml a 800 pg (Figura 19). Los resultados de este experimento
muestran un aumento significativo en la sefal de ensayo cuando se calienta GDF-8 latente en suero C/E al 100 % a
80 °C. Obsérvese que en la Figura 18, el suero C/E calentado a 80 °C no mostrd el aumento de sefial caracteristico
que se observa en suero normal. Esto da credibilidad a la hipétesis de que el aumento observado en suero normal
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se debe a GDF-8 latente endégeno. Por otro lado, la sefial generada con GDF-8 maduro no aumenta después del
calentamiento y en experimentos repetidos tiene una tendencia a disminuir con el calentamiento a 80 °C.

Ejemplo 6.10 Anadlisis de GDF8 libre y total en ocho muestras de suero normal

Ocho muestras de suero normal, previamente se congelaron previamente congeladas, descongelaron y ensayaron
para GDF-8 total y libre usando el ensayo de temperatura ambiente (libre) y la etapa de calentamiento a 80 °C (total)
para activar GDF-8 latente. La curva patrén para este analisis se gener6 usando suero C/E con concentraciones
conocidas de proteina GDF-8 madura anadidas como el calibrador de GDF-8. La curva patrén varié de 12.500 pg/mi
a 188 pg/ml y se us6 un analisis de ajuste de curva de regresién no lineal con un coeficiente de correlacién de 0,999
(véase Figura 20) para calcular valores GDF-8 en las ocho muestras de suero desconocidas. Como se ha descrito
anteriormente, el cambio en la densidad éptica inducido por la adicion de Myo-029 es directamente proporcional a la
cantidad endoégena de GDF-8 en la muestra. La Figura 21 es una representacién de los datos primarios que se usan
para determinar la concentracién de GDF-8. Esta figura ilustra la sefial GDF-8 libre y su sefial reducida
correspondiente por la adicion del anticuerpo MYO-029, asi como el GDF-8 total y su sefial correspondiente
reducida por la adicion de MYO-029. La Figura 22 presenta los resultados de un experimento de reproducibilidad de
ensayo. El ensayo de GDF8 libre y total presenta un alto grado de reproducibilidad. Esto es especialmente cierto
para el ensayo de GDF-8 libre (a temperatura ambiente). La sefial de ensayo aumentada en el ensayo total
(calentado a 80 °C), de dia a dia se debe a un aumento en el tiempo de calentamiento de cinco a diez minutos. Se
observd repetidamente la reduccion en la sefal de ensayo con una duracion de tiempo en aumento de
calentamiento de la muestra y puede reflejar la desnaturalizacion del antigeno y la pérdida de inmunorreactividad.

Ejemplo 6.11 GDF8 enddgeno termoactivado esta sub-detectado en presencia de MYO-029

En el experimento mostrado en la Figura 23 se incubd suero humano en presencia o en ausencia de MYO-029,
después se termodesnaturalizd a diversas temperaturas antes del andlisis por ELISA. La cuantificaciéon de los
niveles de GDF-8 en muestras de ensayo se realizé mediante interpolacion de los resultados del analisis de una
curva patrén que consistian en una dilucién en serie de dimero de GDF-8 recombinante purificado de concentracién
conocida afadida en el suero humano agrupado empobrecido en GDF-8 por cromatografia de afinidad. La deteccién
maxima de GDF-8 en ausencia de MYO-029 ocurri6 a aproximadamente 60 °C. La presencia de MYO-029
enmascaroé la deteccion de GDF-8 en suero a bajas temperaturas. La incubacion a temperaturas mayores de 65 °C
restablecié parcialmente la deteccion de GDF-8 en presencia de MYO-029. Sin embargo, las concentraciones de
GDF-8 calculadas a temperaturas mayores de 65 °C mostraron que el ensayo subestimaba sustancialmente la
cantidad total de GDF-8 presente en el suero.

Ejemplo 6.12 GDF8 se detecta en presencia de Myo-029 a pH bajo

La deteccion subdptima de GDF-8 cuando se calienta a temperaturas necesarias para la disociacion de MYO-029
provocé la evaluacion de procedimientos alternativos. La Figura 24 demuestra la capacidad del ELISA de disociacién
acida para detectar niveles similares de GDF-8 en ausencia y presencia de MYO-029. En experimentos anteriores la
mezcla GDF-8/MYO-029 se neutralizd antes de la unién al anticuerpo de captura. En estas condiciones MYO-029
fue capaz de competir por la unién con el anticuerpo de captura, RK35, tras la neutralizacion. En la Figura 24 se
demuestra que cuando las condiciones de captura se mantienen a un pH acido bajo, RK35 aln es capaz de unirse a
GDF-8 mientras que MYO-029 no, y por lo tanto la recuperaciéon completa de la deteccién de GDF-8 puede
conseguirse en presencia o ausencia de anticuerpo terapéutico.

Ejemplo 6.13 RK35 se une a GDF8 en condiciones acidas

Para verificar que RK35 (pero no MYO-029) puede unirse a GDF-8 en condiciones acidas, se titularon
independientemente RK35 y MYO-029 en suero humano y la etapa de captura del analito se realizé en condiciones
acidas. Cantidades en aumento de RK35 en solucion fueron capaces de unirse y competir por la unién a GDF-8 en
el RK35 unido a la placa, dando como resultado una deteccion disminuida de GDF-8 en condiciones &cidas. MYO-
029 fue incapaz de unirse a GDF-8 en solucion aproximandose a un pH de 3,0, independientemente de la
concentracion de MYO-029 afadida, dejando a GDF-8 en solucion disponible para unirse al anticuerpo RK35
recubierto en la placa ELISA (véase Figura 25). Por tanto, la capacidad de RK35 para unirse a GDF-8 en
condiciones en las que MYO-029 no puede, puede servir como un atributo Gtil que puede aprovecharse para medir
los niveles de GDF-8 en presencia de MYO-029. La disociacién acida de MYO-029 de GDF-8 es eficaz incluso con
concentraciones en aumento de MYO-029. Los datos de la Figura 25 muestran que aumentar la concentracion de
MYO-029 a 100 pg/ml no disminuy6 la deteccion de GDF-8 usando el protocolo de disociacién acida. Esta figura
también muestra la reduccion significativa en la deteccién de GDF-8 usando el protocolo de disociacién con calor,
Figura 26.

La acidificacion de suero humano da como resultado estimaciones mucho mayores de los niveles de GDF-8 en
suero a los previamente indicados. Para demostrar que las estimaciones aumentadas en suero son el resultado de
una mayor deteccién de GDF-8 y no se deben a un artefacto inducido por acido, se analizaron el suero de un raton
con inactivacion genética modificado por ingenieria genética y un animal con inactivacion genética de GDF-8 de
origen natural, la vaca Azul Belga. La Figura 27 muestra que el suero tanto del ratdn con inactivacion genética como
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de la vaca Azul Belga no pudieron producir una sefal sobre el fondo de placa cuando se midieron a un pH bien
neutro o acido. Los valores indicados en el presente documento estédn en unidades de densidad dptica y permiten
realizar una evaluacion comparativa aunque la ausencia de una curva de calibrador da como resultado la
incapacidad para determinar la cantidad absoluta de GDF-8.

Ejemplo 6.14 Ajuste de la curva de calibracion

Para evaluar la variabilidad inter-ensayo e intra-ensayo del procedimiento de disociacién &cida, se analizaron
alicuotas de suero de vaca Azul Belga afiadido con dimero de GDF-8 recombinante. Se prepararon cuatro
soluciones madre independientes de la curva de calibracién y se ensayaron por triplicado en cinco localizaciones
diferentes de una placa de 96 pocillos.

Puede usarse un modelo logistico de 4 o 5 parametros para ajustar una curva de calibracién para este ensayo. La
media aritmética de los triplicados puede usarse como los datos primarios para el ajuste del modelo. Tipicamente,
las varianzas a diferentes niveles de concentracién tienden a ser diferentes. Para obtener una curva de calibracion
que sea precisa a concentraciones tanto bajas como altas, debe emplearse un procedimiento no lineal ponderado de
minimos cuadrados o una transformacién estabilizante de la varianza de los datos de la densidad éptica seguido por
un procedimiento no lineal de sin ponderar de minimos cuadrados.

Las Figuras 28A-C contrastan tres procedimientos diferentes de ajuste de curva de calibracién para cinco placas
ELISA GDF-8 en cuanto a sus errores relativos de las concertaciones retrocalculadas para patrones de calibracién.
Si se toman los errores relativos al 20 % como aceptables, entonces pueden usarse el ajuste de los modelos
logisticos tanto de 4 como de 5 parametros ajustados sobre la raiz cuadrada de la densidad éptica.

Ejemplo 6.15 Precision y exactitud del ensayo

Para evaluar la variabilidad inter e intra ensayo del procedimiento de disociacion acida se analizaron alicuotas de
suero de la vaca Azul Belga afadidas con dimero de GDF-8 recombinante. Se prepararon cuatro soluciones madre
independientes de la curva de calibracion y se sometieron a ensayo por triplicado en cinco localizaciones diferentes
de una placa de 96 pocillos. La Figura 29 muestra el disefio de placa de cinco placas que se procesaron en tres dias
diferentes. Las concentraciones de las muestras con adicién se calcularon a partir de una curva de calibracion
ajustada para cada placa por un modelo logistico de 5 parametros. Los coeficientes de variacion (CV) intra e inter
placa y los errores relativos (ER) se resumen en las Tablas 1 y 2. Las precisiones tanto intra-placa como inter-placa
se encuentran dentro del 20 % en base a cualquier procedimiento de calculos de CV.

TABLA 5
Variabilidad intra-placa de muestras con adicion
Muestra Nominal Numero de Promedio CV N¢ 1 Promedio CV (%) Promedio
(netml) Placas (%) Relativo (%)

LLOQ 0,5 5 2,9 45 55,0
L-QC 2,0 5 2,4 3,2 37,1
M-QC 10,0 5 2,6 3,2 23,3
H-QC 40,0 5 10,2 11,5 11,7
CV N¢ 1 = DT/Media de la muestra
CV N¢ 2 = DT/Concentracién nominal

TABLA 6

Variabilidad inter-placa de las muestras con adicion

Muestra | Concentracién nominal | CV N2 1 (%) | CV N2 2 (%) | Error Relativo
LLOQ 0,5 7,0 10,8 55,0
L-QC 2,0 6,0 8,3 37,1
M-QC 10,0 7,2 8,9 23,3
H-QC 40,0 12,1 13,5 11,7

CV N2 1 = DT inter-placa/Media de la muestra
CV N2 2 = DT inter-placa/Concentracion nominal
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Ejemplo 7: Medicion de las concentraciones de miostatina en suero humano

Usando el ensayo como se describe anteriormente, se midieron las concentraciones circulantes de miostatina y se
compararon en sueros de seres humanos sanos. En un estudio se evaluaron los niveles de miostatina de sueros de
hombres jévenes y de edad avanzada. También se examinaron los efectos del tratamiento con testosterona sobre
los niveles circulantes de miostatina usando muestras conservadas de un estudio de respuesta a la dosis de
testosterona. En ese estudio, cuyos detalles se habian publicado previamente (Bhasin S y col. J Clin Endocrinol
Metab 2005; 90: 678-88, Bhasin S y col. Am J Physiol Endocrinol Metab 2001; 281: El 172-81, y Storer TW y col. J
Clin Endocrinol Metab 2003; 88: 1478-85), la administracién de dosis graduadas de testosterona a hombres sanos
jovenes y de edad avanzada se asocié con aumentos dependientes de la dosis en la masa musculoesquelética y la
fuerza. En otro estudio se evaluaron los sueros de mujeres sanas y quirdrgicamente menopausicas.

En el primer estudio las muestras de suero procedian de hombres jévenes sanos, de una edad de 18-35 afos y de
hombres de edad avanzada de una edad de 60-75 afos, con niveles normales de testosterona, que participaron en
un estudio de respuesta a la dosis de testosterona como se ha citado anteriormente. Los protocolos del estudio
fueron aprobados por los comités de revision institucional de la Charles R. Drew University y del Harbor-UCLA
Research and Education Institute. Los criterios de exclusién incluyeron un historial de cancer de prostata, PSA>4
ng/ml, una puntuacién de >7 en el cuestionario de sintomas del tracto urinario inferior de la AUA, un hematocrito >48
%, apnea del suefio grave, diabetes mellitus, cardiopatia congestiva, infarto de miocardio en los seis meses
anteriores, el uso de andrégenos en el afo anterior, o la participacién en regimenes de entrenamiento de ejercicio de
moderado a intenso. Después de un periodo de control de cuatro semanas, los participantes se asignaron al azar a
uno de los cinco grupos de tratamiento para recibir inyecciones mensuales de un agonista de GnRH (depésito de
leuprolida, 7,5 mg; TAP, North Chicago, IL) para suprimir la produccion de gonadotropina enddgena. Los
participantes también recibieron inyecciones intramusculares semanales de enantato de testosterona (TE,
Delatestril, 200 mg/ml; Savient Pharmaceuticals, Inc., Iselin, NJ) en una de cinco dosis: 25 mg, 50 mg, 125 mg o 300
mg semanalmente.

Las muestras de suero (0 muestras de calibrado en suero de vaca Azul Belga) se mezclaron con tampén de
disociacion acida (Glicina-HCI 0,2 M, pH 2,5) a una proporcién de 1:13,3. Para ensayos no disociativos, las
muestras se mezclaron con tampdn THST (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, NaCl 500 mM, Glicina 1 mM, Tween-20 al 0,05
%; pH 8,0) en lugar de tampén de Glicina-HCI. Las placas de ensayo (Immulon 4 HBX N 3855) se incubaron con
RK35 a 2,0 mg/ml en tampoén de recubrimiento (Borato Sédico 100 mM, pH 9,1) durante una noche a 4 °C, se
lavaron y se bloquearon con 200 pl/pocillo de SuperBlock-TBS (Pierce N° 37535). Las muestras de suero diluido
(100 pl) se transfirieron a la placa de ensayo, se incubaron a temperatura ambiente durante 90 min, se lavaron 4
veces con THST y 100 ul de anticuerpo secundario RK22 biotinilado (0,1 ug/ml) se afadi6 a cada pocillo durante 90
minutos a temperatura ambiente. Las placas se lavaron cuatro veces con THST, y 100 ul de Estreptavidina-HRP
(SouthernBiotech N° 7100-05) diluido 1:40,000 en tampén THST se afnadié durante una hora a temperatura
ambiente. Las placas se lavaron de nuevo cuatro veces con THST, y se revelaron por adicién de 100 pul de sustrato
TMB durante 12 minutos a temperatura ambiente. Se anadieron 100 pl de H>SO4 0,5 M por pocillo y las placas
ELISA se leyeron a una DO de 450 nm con una correccién de longitud de onda ajustada a 540 nm.

Intervalo de curva de calibracién: Se generd una curva de calibracion representando la DO y la concentracion
correspondiente de cada calibrador. Se usé un ajuste logistico de 5 parametros para ajustar la curva de calibracién.
Se preparé una curva de calibracion que consistia en diluciones dobles de miostatina madura humana recombinante
en sueros de vaca Azul Belga extendiéndose de 73 pg/ml a 75.000 pg/ml antes de cada ensayo. La imprecision intra
e inter-ensayo de los valores de retrolectura para once calibraciones se determiné a partir de seis procesos
analiticos. Se calcularon la media, DT, % de CV y % de sesgo de las concentraciones extrapoladas para cada
desarrollo analitico (para evaluar la imprecision intra-ensayo) y para todos los desarrollos analiticos (para evaluar la
imprecisién inter-ensayo). Los limites inferior y superior de cuantificacion se definieron como las concentraciones de
calibracion inferiores (LLQ) y superiores (ULQ) que podrian medirse con un % de CV y % de sesgo <30 % intra-
ensayo.

Preparacién de muestras de validacion: Se prepararon tres conjuntos de muestras de validacion correspondientes
concentraciones bajas, en la mitad del intervalo, y altas de miostatina usando muestras de suero de sujetos sanos
con concentraciones de miostatina enddgena en intervalo inferior y medio de la curva de calibracién
respectivamente. La muestra de alta validacion fue una muestra de suero de un sujeto sano al que se habia afadido
proteina miostatina recombinante.

Imprecisidn intra e inter-ensayo: Los CV intra e inter-ensayo se midieron en seis alicuotas individuales de cada una
de las tres muestras de validacion (baja, media, alta) en cinco desarrollos analiticos independientes. El intervalo de
aceptacion del proceso analitico CQ (media de variacion de ensayo total +/-2 DT) se determiné a partir de las
concentraciones de miostatina medidas en 23 alicuotas distintas de cada una de las tres muestras de CQ en 25
desarrollos analiticos independientes. Una alicuota de cada una de las tres muestras CQ (CQ baja, CQ media y CQ
alta) se analiz6 en cada desarrollo analitico de muestras. Se acept6é un desarrollo analitico si las concentraciones
medias de miostatina en dos de tres muestras de CQ se encontraban dentro del intervalo de aceptacion establecido.
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Otros ensayos: Los niveles de testosterona total en suero se midieron mediante un radioinmunoensayo especifico
que se habia validado previamente frente a cromatografia liquida en tdndem con espectrometria de masas (LC-
MSI/MS). Los coeficientes de variacion intra e inter-ensayo para el ensayo total T fueron del 8,2 % y del 13,2 %,
respectivamente. T libre, separado del suelo por un procedimiento de didlisis en equilibrio, se midié por un
radioinmunoensayo sensible que tenia una sensibilidad de 0,22 pg/ml, y coeficientes de variacién intra e inter-
ensayo del 4,2 % y del 12,3 %, respectivamente (Sinha-Hikim y col. J Clin Endocrinol Metab 1998; 83: 1312-8). Los
procedimientos de radioinmunoensayo y LC/MS/MS se compararon analizando muestras preparadas en suero
separado por carbdn vegetal al cual se habian afadido cantidades conocidas de T. Estas mediciones demostraron
una correlacién de 0,99 entre el radioinmunoensayo y la medicion LC-MS/MS. Se midieron los niveles de globulina
de unidon a hormonas sexuales en suero (SHBG) mediante un ensayo inmunoflGorométrico que tenia una
sensibilidad de 6,25 nmol/l. La composicién corporal se evalu6 al inicio y durante la semana 20 por absorciometria
de rayos X de energia dual (DEW, Hologic 4500, Waltham, MA). Se usé un fantoma de composicién corporal para
calibrar la maquina antes de realizar cada medicién.

Analisis estadisticos: Todas las variables de resultados se evaluaron con respecto a la distribuciéon y homogeneidad
de varianza; variables que no cumplieron los supuestos de homogeneidad de varianza o distribucién normal se
transformaron logaritmicamente. Se usé ANOVA para evaluar diferencias entre grupos de dosis estratificados por
edad, mas jovenes frente a edad mas avanzada, en un solo momento con el ensayo de Sheffe para determinar qué
grupos diferian significativamente si se identificaba una diferencia por ANOVA. Los cambios en los grupos desde el
inicio al tratamiento se evaluaron con ensayos de t emparejados. El alfa se establecié a 0,05 para determinar la
significacién estadistica. Los datos se presentan como media +/- DTM o cambio % medio del inicio +/- DTM, salvo
que en las leyendas de la figura se indique otra cosa.

Caracteristicas del ensayo con miostatina: Intervalo lineal: La imprecisiéon media intra e inter-ensayo se determiné a
partir de seis desarrollos analiticos para cada una de los once calibradores (73-75.000 pg/ml) en la curva patrén
(Tabla 7, a continuacién). ElI CV inter-ensayo para el calibrador de 73 pg/ml fue 36,4 %, que superd el limite
aceptable (<30 %). Por lo tanto, el LLQ del ensayo se determiné por el siguiente punto calibrador (147 pg/ml) en el
cual el CV inter-ensayo y el % de sesgo fueron 19,7 % y 3,4 %, respectivamente. El CV inter-ensayo de 32,4 % para
el calibrador de 75.000 pg/ml tampoco se encontraba dentro del limite aceptable (<30 %) definiendo de este modo la
ULQ al siguiente punto de calibrador mas bajo (37.500 pg/ml) en el cual el CV y el % de sesgo eran 3,6 % y 0,8 %,
respectivamente. El intervalo lineal cuantitativo del ensayo se extendi6é de 143 pg/ml a 37.500 pg/ml en una matriz
biol6gicamente relevante.
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Imprecisidn intra e inter-ensayo: Las concentraciones medias de miostatina (pg/ml, +/- DT) en las muestras de
validacién baja, media y alta en cinco desarrollos analiticos fueron 3739 +/- 146, 7615 +/- 125 y 18268 +/- 948,
respectivamente. EI CV intra-ensayo medido para las muestras de validacién baja, media y alta (n = 5 para cada
muestra de validacién) fue 4,1 %, 4,7 % y 7,2 %, respectivamente, y el CV inter-ensayo fue 3,9 %, 1,6 % y 5,2 %,
respectivamente.

Especificidad del ensayo: La proteina miostatina madura tiene un alto grado de conservacion de secuencias entre
las especies de mamiferos (4), lo que permite el uso del ensayo de miostatina en muchas muestras no humanas,
incluyendo ratén, rata, perro, vaca y mono. Las muestras de suero de ganado (Azul Belga) deficiente en miostatina y
de ratones con una mutacién inactivadora en el gen de miostatina (mstn KO) se ensayaron en condiciones
disociativas &cidas y se compararon con animales normales de la misma especie (Figura 29A). La miostatina en
suero fue abundante en ratones normales (-120 ng/ml), mientras que en suero de vaca normal se estimé un
promedio de aproximadamente 40 ng/ml. Por otro lado, la proteina miostatina era indetectable en los sueros tanto de
ganado de vaca Azul Belga como en ratones KO para miostatina, lo que confirma la especificidad del ensayo para
miostatina ya que las mutaciones en estos animales sin miostatina anulan la sintesis de la proteina.

Caracteristicas iniciales de sujetos humanos: Cincuenta y dos de los 61 hombres jévenes aleatorizados y 51 de los
62 hombres de edad avanzada aleatorizados completaron la fase del tratamiento. Se encontraban disponibles
suficiente suero para los ensayos de miostatina y datos de composicion corporal en la semana 20 para 50 hombres
jovenes y 48 hombres de edad avanzada; estos sujetos se incluyeron en este analisis secundario y sus
caracteristicas iniciales se muestran en la Tabla 8 a continuacion. La tasa de cumplimiento de farmaco global fue
mayor del 99 %.

La testosterona total inicial, testosterona libre, porcentaje de testosterona libre, concentracion de SHBG no difirieron
entre los cinco grupos de dosificacién al inicio en ninguno de los grupos de jovenes o de edad avanzada. Sin
embargo, los hombres de edad avanzada tenian una testosterona total en suero y libre mas baja y mayor SHBG que
los hombres jovenes. El peso corporal, indice de masa corporal, y porcentaje de masa grasa fue mayor en hombres
de edad avanzada que en los hombres jévenes, mientras que la altura fue similar en ambos.

TABLA 8
Caracteristicas iniciales de los sujetos evaluados
Hombres jévenes (n=50) | Hombres de edad avanzada (n=48)

Edad (afos) 26,5+4,6 66,4 4,7

Altura (cm) 176,31+ 16,4 1759 +5,7

Peso (kg) 75,1+10,9 83,2+ 11,7

IMC (kg/m?) 24,1+3,0 26,9+3,5

Masa corporal magra (kg) | 57,6 +7,2 57,9+6,3

Porcentaje de masa grasa | 18,0+ 6,4 26,654

Nivel total de testosterona | 578,4 + 165,2 330,6 + 96,1

Niveles de miostatina en hombres jovenes y de edad avanzada: Los niveles de miostatina en suero se distribuyeron
normalmente en hombres tanto jovenes como de edad avanzada. Los hombres jévenes tenian niveles de miostatina
significativamente mas altos que los hombres de edad avanzada (8,0 +/- 0,3 frente a 7,0 +/- 0,4 ng/ml, P=0,03)
(Figura 30A). Los niveles de miostatina en suero no estaban significativamente correlacionados con la masa corporal
magra medida mediante DEXA en hombres tanto jévenes como de edad avanzada (Figuras 30B y 30C). De manera
similar, no hubo correlacién significativa entre los niveles de miostatina y el peso corporal, indice de masa corporal o
niveles de testosterona en suero al inicio (no mostrado).

Efectos de la administracion de testosterona sobre los niveles de miostatina en hombres: Los niveles de miostatina
en suero al inicio no difirieron significativamente entre los cinco grupos de dosis tanto entre los hombres joévenes
como de edad avanzada. Los niveles de miostatina en suero fueron significativamente mas elevados en el dia 56 en
comparacién con el inicio tanto en hombres jovenes como de edad avanzada (Figura 31A). Los cambios en las
concentraciones de miostatina en suero no difirieron significativamente entre los cinco grupos de dosis tanto en los
hombres jévenes como de edad avanzada. Los hombres de edad avanzada experimentaron un aumento del
porcentaje significativamente mayor en los niveles de miostatina que los hombres jovenes (Figura 31B). Los
aumentos en los niveles de miostatina durante la terapia con testosterona no eran sostenidos; por tanto, los niveles
de miostatina en suero en el dia 140 no fueron significativamente distintos a los del inicio.

Los incrementos en los niveles de miostatina por encima del inicio estaban relacionados con cambios en las
concentraciones de testosterona. Los cambios en los niveles de miostatina desde el inicio hasta el dia 56 se
correlacionaban positivamente con los cambios en las concentraciones de testosterona total (Figura 32A) y libre
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(Figura 32C) en hombres jovenes, pero no en hombres de edad avanzada (Figuras 32B y 32D). Como se ha
indicado anteriormente, el tratamiento con testosterona se asocié con aumentos significativos en la masa corporal
magra; los cambios en la masa corporal magra se correlacionaban significativamente con la dosis de testosterona y
concentracién de testosterona, como se ha descrito previamente. Sin embargo, los cambios en la masa corporal
magra no se correlacionaban significativamente con el porcentaje absoluto o cambio porcentual (Figura 32E y 32F)
en las concentraciones de miostatina.

Niveles de miostatina en mujeres: En otro estudio, se compraron muestras de suero de mujeres sanas, jovenes con

menstruacion, de 19-21 afos y mujeres posmenopausicas, de 67-87 afos, en BioServe, Beltsville, MD. Estas
participantes habian dado su consentimiento en participar en un estudio de Bioserve aprobado por el IRB. Las
mujeres quirdrgicamente menopdausicas tenian 18-55 afos de edad, se habian sometido a cirugia ovarica al menos
6 meses antes de la incorporacion y FSH en suero 30 U/L, IMC <35 kg/m?, un frotis PAP y una mamografia
normales en los anteriores 12 meses, y habian aportado un consentimiento informado por escrito aprobado por el
IRB de la Boston University.

Los niveles de miostatina en suero en mujeres jovenes no diferian significativamente de los de hombres jévenes
(Figura 33). Los niveles de miostatina en mujeres jévenes con menstruacion, con cirugia menopausica y mujeres
con menopausia natural no diferian significativamente.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Wyeth
<120> Anticuerpos contra GDF8 y usos de los mismos
<130> AM102658

<150> 61/001783
<151>01-11-2007

<160> 36

<170> Patentln versién 3.3
<210>1

<211>109

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
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Asp Phe Gly Leu Asp Cys Asp Glu His Ser Thr Glu Ser Arg Cys Cys

Arg Tyr Pro Leu Thr Val Asp Fhe Glu Ala Phe Gly Trp Asp Trp Ile
20 25 30

Ile Ala Pro Lys Arg Tyr Lys RAla Asn Tyr Cys Ser Gly Glu Cys Glu
35 40 45

Phe Val Phe Leu Gln Lys Tyr Pro His Thr His Leu Val His Gln Ala
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Asn Pro Arg Gly Ser Ala Gly Pro Cys Cys Thr Pro Thr Lys Met Ser
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Lys Ile Pro Ala Met Val Val Asp Arg Cys Gly Cys Ser
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<210>2

<211> 375

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
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60



Val Ala Gly Pro Val

Val

Lys

Arg

Leu

Gln

Ala

Met

Lys

145

aArg

Ile

Lys

Lys

Ile

225

Fhe

val

Glu

Ser

Len

Pro

Arg

Thr

Gin

130

lie

Fro

Lys

Leu

Thr

210

Glu

Pro

Thr

Lys

35

Ser

Glu

Lys

Asp

Thr

115

Val

Gln

val

Pro

Asp

195

Val

Ile

Gly

Asp

20

Glu

Arg

Thr

Ala

Asp

100

Glu

Asp

Tyr

Glu

Met

180

Met

Leu

Lys

Pro

Thr

Gly

Ile

Ala

Pro

85

Ser

Thr

Gly

Asn

Thr

165

Lys

Asn

Gln

Ala

Gly

243

Pro

ES 2514518 T3

Asp

Leu

Glu

Pro

Pro

Ser

Ile

Lys

Lys

150

Pro

Asp

Pro

Asn

Leu

230

Glu

Lys

Leu

Cya

Ala

55

Leu

Asp

Ile

Fro

135

Val

Thr

Gly

Gly

215

Asp

Asp

Arg

Asn

Asn

40

Ile

Ile

Arg

Gly

Thr

120

Lys

val

Thr

Thr

Thr

200

Leu

Glu

Gly

Ser

61

Glu

235

Ala

Lys

Ser

Glu

Ser

103

Met

Cys

Lys

Val

Arg

185

Gly

Lys

Asn

Leu

Arg

Asn

Cys

Ile

Lys

Leu

90

Leun

Pro

Cys

Ala

Phe

170

Tyr

Ile

Gln

Gly

Asn

250

Arg

Ser

Thr

Gln

Asp

75

Ile

Glu

Thr

Phe

Gln

155

val

Thr

Trp

Pro

His

235

Pro

Asp

Glu

Trp

Ile

60

Val

Asp

Asp

Glu

Fhe

140

Leu

Gln

Gly

Gln

Glu

220

Asp

Phe

Phe

Gln

Arg

45

Leu

Ile

Gln

Asp

Ser

125

Lys

Trp

Ile

Ile

Ser

205

Ser

Leu

Leu

Gly

Lys

30

Gln

Sex

Arg

Iyr

110

Asp

Fhe

Ile

Aryg

190

Ile

Asn

Ala

Glu

Leu

Glu Asn

Asn Thr

Lys Leu

Gln Leu
80

Asp Val
a5

Tyr His

Fhe Leu

Ser Ser

Tyr Leu
160

Arg Leu
175

Ser Leu

Agp Val

Leu Gly

Val Thr
240

Val Lys
255

Asp Cys



10

15

20

25

30

Asp

Asp

Lys

305

Tyr

Gly

Phe

Val

<210>3
<211>18
<212> ADN

Glu His
275

Phe Glu
290

Ala Asn

Pro His

Pro Cys

Asn Gly

355

Asp Arg
370

<213> Homo sapiens

<400> 3

gattttggtc ttgactgt

<210> 4
<211>6
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

<210>5
<211> 45
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

260

Ser

Ala

Tyr

Thr

Cys

340

Lys

Cys

Thr

Phe

Cys

His

325

Thr

Glu

Gly

18

ES 2514518 T3

Glu

Gly

Ser

Jlo

Leu

Pro

Gln

Cys

1

Ser Arg
280

Trp Asp
295

Gly Glu

val His

Thr Lys

ile Ile

360

Ser
375

tttgaagctt ttggatggga ttggattatc getcctaaaa gatat 45

<210>6
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

62

265

Cys

Trp

Cys

Gln

Met

345

Tyr

Cys

Ile

Glu

Ala

330

Ser

Gly

Arg

Ile

Phe

315

Asn

Pro

Lys

Agsp Phe Gly Leu Asp Cys
5

Tyr

Ala

300

val

Pro

Ile

Ile

Fro

285

Pro

Phe

Arg

Asn

Pro
365

2770

Leu

Lys

Leu

Gly

Met

350

Ala

Thr

Arg

Gln

Serx

335

Leu

Met

Val

Tyr

Lys

320

Ala

Tyr

Val
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ES 2514518 T3

<400> 6

Phe Glu Ala Phe Gly Trp Asp Trp Ile Ile Ala Pro Lys Arg Tyr
1 5 10 15

<210>7

<211>45

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>7
tttgtatttt tacaaaaata tcctcatact catctggtac accaa 45

<210>8

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Phe Val Phe Leu Gln Lys Tyr Pro His Thr His Leu Val His Gln
1 3 10 15

<210>9

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>9
tgctctggag agtgtgaatt tgtattt 27

<210> 10
<211>9

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 10

Cys Ser Gly Glu Cys Glu Phe Val Phe
1 5

<210> 11

<211>75

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11
tggattateg ctectaaaag atataaggee aattactget ctggagagtg tgaatttgta 60
tttttacaaa aatat 75

<210> 12

<211> 25

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

63



10

15

ES 2514518 T3

Trp Ile Ile Ala Pro Lys Arg Tyr Lys Ala Asn Tyr Cys Ser Gly Glu
1 5 10 15

Cys Glu Phe Val Phe Leu Gln Lys Tyr

20 25

<210> 13

<211> 360

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 13
caggttcagc tccagcagtc tggggctgag ctggcaagac ctggggcttc agtgaagttyg
teoctgecaagg cttctggeta cacctttact agectactgga tgcagtgggt aaaacagagg
cctggacaqgg gtetggaatyg gattgggget atttatectg gagatggtga tactaggtac
actcagaagt tcaagggcaa ggccacatty actgcagata aatcctccag cacagectac
atgcaactca gcagcttgge atctgaggac tctgeggtct attactgtge aagaatgggt
ggttacgacc ggtactactt tgactactgg ggccaaggca ccactctcac agtctcctca

<210> 14

<211>120

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 14

64

60

120

180

240

300

360



10

15

Gln Val

Ser Val

Trp Met

ES25

Gln Leu Gln Gln Ser

Lys Len Ser Cys Lys

20

Gln Trp Val Lys Gln

35

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asp

50

55

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr

65

70

Met Gln Leu Ser Ser Leu Ala
85

Ala Arg Met Gly Gly Tyr Asp

100

Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser

<210> 15
<211> 339
<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 15

gacattgtga
atgagctgeca
tggtaccage
gaatctgggy
atcagcagty

cegetcacgth

<210> 16

<211> 113
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 16

115

tgacacagtec
agtcecagtca
agaaaccagyg
tocctgateg
tgcaggctga

tcggtgctgg

tecatectee
gagectttta
acagtctcct
cttecatagge
agacctggca

gaccaagcty

14 518 T3

Gly Ala Glu Leu Ala Arg Pro Gly Ala

10

Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr

25

Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
40 45

Gly Asp Thr Arg Tyr Thr Gln Lys Fhe

60

Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
80

75

Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys

Arg Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln

105

Ser
120

ctggetatgt cagtaggaca
aatagtgcca atcaaaagaa
aaacttctgg tatactttge
agtggatctg ggacagattt

gattacttct gtcagcaaca

gagctgaaa

65

15

30

95

110

gaaggtcact
ctatttggcce
atccactagg
cactettace

ttataacact

60
120
180
240
300

339



Gln

Ala

Ser

Pro

65

Ile

His

Lys

<210> 17
<211> 120
<212> PRT

Ile

Lys

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Tyr

Val

Val

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Asn

<213> Homo sapiens

<400> 17

Met

Thx

20

Lys

Leu

Phe

val

Thr
100

Thr

5

Met

Asn

Leu

Ile

Gln

85

Pro

ES 2514518 T3

Gln

Ser

Tyr

Val

Gly

70

Ala

Leu

Ser

Cys

Len

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Lys

Ala

40

Phe

Gly

Asp

Phe

66

Ser

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly
105

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Ala

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Asp

Gly

Ala

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Met

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Phe

Lys

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Val

15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln
95

Glu

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

80

Gln

Leu



10

Gln

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Ala

Gly

<210> 18

<211> 113
<212> PRT

Val Gln

Val Lys

Met Gln

35

Ala Ile

50

Gly Arg

Glu Leu

Arg Met

Thr Leu
115

<213> Homo sapiens

<400> 18

Asp
1

Glu

Ile Val

Arg Ala

Leu Val

Val Ser
20

Trp Val

Tyr Pro

Val Thr

Ser Ser
85

Gly Gly
100

Val Thr

ES 2514518 T3

Gln

Cys

Arg

Gly

Met

70

Leau

Tyr

Val

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Asp

Ser

Met Thr Gln Ser

S

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Arg

Ser
120

Ala

Eer

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

80

Tyr

Val

Tyr

Gln

Arg

Serx

75

Thr

Phe

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Asp

Lys

Phe

Leu

45

Thr

Ser

Val

Tyr

Pro

Thr

a0

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

Ser

Trp

Lys

Val

Tyx

95

Gly

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

10

15

Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser

20

67

25

30



ES 2514518 T3

Ala Asn Gln Lys Asn Tyr Leun Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Phe Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 20 35

His Tyr Asn Thr Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105 110

Lys

<210> 19

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 19

Ser Tyr Trp Met Gln
1 5

<210> 20

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 20

Ala Ile Tyr Pro Gly Asp Gly Asp Thr Arg Tyr Thr Gln Lys Phe Lys
1 S 10 18§

Gly

<210> 21

<211>13

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 21

Ala Arg Met Gly Gly Tyr Asp Arg Tyr Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 22

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 22

68
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50

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser Ala Asn Gln Lys Asn Tyr Leu

1

Ala

<210> 23

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 23

<210> 24

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 24

<210> 25

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 25

<210> 26

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 26

<210> 27

<211>13

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 27

1

<210> 28

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 28

Gln Gln His Tyr Asn Thr Pro Leu Thr

1

Ala Ile Tyr Pro Gly Asp Gly Asp Thr

1 5

5

Phe Ala Ser Thr Arg Glu Ser

1

ES 2514518 T3

5

5

69

5

10

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Met Gln

15

Ala Arg Met Gly Gly Tyr Asp Arg Tyr Tyr Phe Asp Tyr
5
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15

20

25

30

35
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Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser Ala Asn Gln Lys Asn Tyr Leu

1 5 10 15
Ala
<210> 29
<211>7
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 29
Phe Ala Ser Thr Arg Glu Ser
1 5
<210> 30
<211>9
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 30
Gln Gln His Tyr Asn Thr Pro Leu Thr
1 5
<210> 31
<211> 348
<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 31
gaagtgcage tggtggagte tgggggagge ttagtgaage ctggagggtce cctgaaacte
tecctgtgeag cotetggatt cacttteagt agetatgeca tgtettgggt tegecagact
ccggagaaga ggctggagtg ggtcgcaacce attagtagtg gtggtagtta cacctcctat
ccagacagtg tgaagggtcg attcaccatc tccagagaca atgccaagaa caccctgtac
ctgcaaatga gcagtctgag gtctgaggac acggccatgt attactgtge aagacaagac
tatgctatga actactgggg tcaaggaacc tcagtcaccg tctecteca
<210> 32
<211> 300
<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 32
gacattgaga tgacccagtc tcacaaattc atgtcecacat cagtaggaga cagggtceage
atcacctgeca aggccagtca ggatgtgagt actgectgtag cctggtatca acagaaacca
ggacaatctc ctaaactact gctttactcg gcatcctacc ggtacactgg agtccctgat
cggttcactg geagtggatc tgggacggat ttcactttca ccatcagecag tgtgcagget
gaagacctgg cagtttatta ctgtcagecaa cattatagta ctcocgtggac gtteggtgga

70

60
izo
180

240

300

348

60
120
180
240

300
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10

20

<210> 33

<211> 351

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 33
caggtgeage tggtgcaate tggggctgag gtgaagaage ctggggectc agtgaaggtt 60
tcctgcaagy catctggata caccttoace agetactata tgcactgyggt gegacaggee 120
cctggacaag ggcttgagtyg gatgggaata atcaacccta gtggtggtag cacaagctac 180
gcacagaagt tccagggcag agtcaccatg accagggaca cgtccacgag cacagtctac 240
atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggceccgtgt attactgtge gagagacgag 300
aactgggggt tcgacccectg gyggceccaggga accctggteca cogtetegag t 351

<210> 34

<211> 315

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 34
tcctatgage tgactcagecce accctcagbtyg teoegtgtote caggacagac agecaccatt 60
acctgctctg gacatgcact gggggacaaa tttgtttect ggtatcagea gggatcagge 120
cagtcececty tattggtecat ctatgacgat acccagcgge cctcagggat ccctgggeoga 180
ttetetgget ccaactetgg gaacacagcc actctgacca tcagcgggac ccaggotatg 240
gatgaggctg actatttttyg tcagygcgtgg gacagcagct tcgtaticgg cggagggacce 3040
aaggtcaccg tccta 315

<210> 35

<211> 1543

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 35

71
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gaacatgacg gcgccectggy tggccectege cctecoctetgy ggatogetgt gegcaggetce 60
tgggcgtggg gaggctgaga cacgggagtyg catctactac aacgccaact gggagctgga 120
gcgcaccaac cagageggoec tggagegetg cgaaggegay caggacaagce ggetgcactg 180
ctacgectee tyggcgcaaca getetggeac catcgagete gtgaagaagg getgcetgget 240
agatgacttc aactgctacg ataggcagga gtgtgtggec actgaggaga acccccaggt 300
gtacttetge tgctgtgaag geaacttcetyg caacgaacge ttcactcatt tgecagagge 360
tgggggcceyg gaagtcacgt acgagccace cccgacagec cccacccotgce tcacggtgcet 420
ggcctactca ctgoctgececa tegggggect ttecctcate gtectgetgg cettttggat 480
gtaccggcat cgcaagcccc cctacggtca tgtggacatc catgaggacce ctgyggoctoec 540
accaccatcc cctctggtgg goctgaagecce actgcagetg ctggagatca aggctegggg 600
gcgetttgge tgtgtcetgga aggceccagct catgaatgac tttgtagetg tcaagatctt 660
ceccactecayg gacaageagt cgtggcagag tgaacgggag atcttcagca cacctggeat 720
gaagcacgag aacctgctac agttecattge tgecgagaag cgaggctcca acctcocgaagt 780
agagctgtgg ctcatcacgg ccttccatga caagggetce ctcacggatt acctcaaggg 8490
gaacatcatc acatggaacg aactgtgtca tgtagcagag acgatgtcac gaggectete 900
atacctgcat gaggatgtgce cctggtgccg tggcgagggc cacaagccgt ctattgecca 960
cagggacttt aaaagtaaga atgtattget gaagagecgac ctcacagceg tgctggetga 1020
ctttggettyg getgtteogat ttgageccagg gaaacctceca ggggacacec acggacaggt 1080
aggcacgaga cggtacatgg ctectgaggt gctcgaggga goccatcaact tccagagaga 1140
tgecttecty cgeattgaca tgtatgecat ggggttggtg ctgtgggage ttgtgteteg 1200
ctgcaagget gecagacggac ccgtggatga gtacatgetg ccctttgagg aagagattgg 1260
ccagcaccct tcgttggagg agetgcagga ggtggtggty cacaagaaga tgaggeoccac 1320
cattaaagat cactggttga aacacccggg cctggceccag ctttgtgtga ccatcgagga 1380
gtgetygggac catgatgcag aggctegett gtccgeggge tgtgtggagg agegggtgte 1440
cctgatteogg aggtoggtca acggcactac ctcggactgt ctcocgtttccocc tggtgaccte 1500
tgtcaccaat gtggacctgc cccctaaaga gtcaagcatc taa 1543

<210> 36

<211> 512

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36

72



Met

Ala

Asn

Cys

Asn

65

Asp

Pro

Fhe

Pro

Pro

145

Arg

Gly

Leu

Leu

Thr

Gly

Ala

Glu

50

Ser

Phe

Gln

Thr

Pro

130

Ile

His

Pro

Glu

Met
210

Ala

Ser

Asn

35

Gly

Ser

Asn

Val

His

115

Thr

Gly

Arg

Pro

Ile

195

Asn

Pro

Gly

20

Trp

Glu

Gly

Cys

Tyr

100

Leu

Ala

Gly

Lys

Pro

180

Lys

Asp

ES 2514518 T3

Trp Val

Arg Gly

Glu Leu

Gln Asp

Thr Ile

70

Tyr Asp
85

Phe Cys

Pro Glu

Pro Thr

Leu Ser

150

Pro Pro

165

Pro Ser

Ala Arg

Phe Val

Ala Leu Ala

Glu

Glu

Lys

55

Glu

Arg

Cys

Ala

Leu

135

Leu

Tyr

Pro

Gly

Ala
215

Ala

Arg

40

Arg

Leu

Gln

Cys

Gly

120

Leu

Ile

Gly

Leu

Axrg

200

Val

73

Glu

25

Thr

Leu

Val

Glu

Glu

105

Gly

Thr

Val

His

val

185

Fhe

Lys

Leu

10

Thr

Asn

His

Lys

Cys

20

Gly

Pro

Val

Leu

Val

170

Gly

Gly

Ile

Leu

Arg

Gln

Cys

Lys

75

Val

Asn

Glu

Leu

Leu

155

Aszp

Leu

Cys

Phe

Trp

Glu

Ser

Tyr

60

Gly

Ala

Phe

vVal

Ala

140

Ala

Ile

Lys

Val

Pro
220

Cys

Gly

45

Ala

Cys

Thr

Cys

Thr

125

Tyr

Phe

His

Pro

Trp

205

Leu

Ser

Ile

30

Leu

Ser

Trp

Glu

Asn

110

Tyr

Ser

Trp

Glu

Leu

190

Lys

Gln

Leu Cys
15

Tyr Tyr

Glu Arg

Trp Arg

Leu Asp

Glu Asn

85

Glu Arg

Glu Pre

Leu Leu

Met Tyr

160

Azp Pro

175

Gln Leu

Ala Gin

Asp Lys



Gln

225

His

Leu

Leu

His

Val

305

Asp

Leu

Gly

Val

Asp

385

Lys

Glu

His

Gly

Ser

Glu

Glu

Thr

Val

230

Pro

Phe

Ala

Asp

Leu

370

Met

Ala

Ile

Lys

Leu

450

Glu

Trp

Asn

val

Asp

215

Ala

Trp

Lys

Asp

Thr

i35

Glu

Tyr

Ala

Gly

Lys

435

Ala

Ala

Gln

Leu

Glu

260

Tyr

Glu

Cys

Ser

Fhe

340

His

Gly

Ala

Asp

Gln

420

Met

Gln

Arg

Ser

Leun

245

Leu

Leu

Thr

Axg

Lys

325

Gly

Gly

Ala

Met

Gly

405

His

Arg

Leu

Leu

ES 2514518 T3

Glu
230

Gln

Trp

Lys

Met

Gly

310

Asn

Leu

Gln

Ile

Gly

390

Pro

Pro

Pro

Cys

Ser

Arg

Fhe

Leu

Gly

Ser

295

Glu

Val

Ala

Vval

Asn

375

Leu

Val

Ser

Thr

YVal

455

Ala

Glu

Ile

Ile

Asn

230

Arg

Gly

Leu

Val

Gly

360

Phe

Val

Asp

Leu

Ile

440

Thr

Gly

74

Ile

Ala

Thr

265

Ile

Gly

His

Leu

Arg

345

Thr

Gln

Leu

Glu

Glu

425

Lys

Ile

Cys

Phe

Ala

250

Ala

Ile

Leu

Lys

Lys

330

Phe

Arg

Arg

Trp

Tyr

410

Glu

Asp

Glu

Val

Ser

235

Glu

Phe

Thr

Ser

Pro

315

Ser

Glu

Arg

Asp

Glu

395

Met

Leu

His

Glu

Glu

Thr Pro

Lys Arg

His Asp

Trp Asn
285

Tyr Leu
3040

Ser lle

Asp Leu

Pro Gly

Tyr Met
365

Ala Phe
380

Len Val

Leu Pro

Gln Glu

Trp Leu
445

Cys Trp
460

Glu Arg

Gly

Gly

Lys

270

Glu

His

Ala

Thr

Lys

350

Ala

Leu

Ser

Phe

Val

430

Lys

Asp

val

Met

Ser

255

Gly

Leu

Glu

His

Ala

335

Pro

Pro

Arg

Arg

Glu

415

Val

His

His

Ser

Lys

240

Asn

Ser

Cys

Asp

Arg

az0

val

Pro

Glu

Ile

Cys

400

Glu

Val

Pro

Asp

Leu



ES 2514518 T3
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo anti-GDF8 o proteina de unién a antigeno que se une especificamente a GDF8 y que no se une
especificamente a BMP11 que comprende:

una region variable pesada (VH) de anticuerpo que comprende la primera, segunda y tercera region
determinante de la complementariedad (CDR) de la regién VH definida por la secuencia de aminoacidos de SEC
ID N%: 14 o0 SEC ID N2 17; y una region variable ligera (VL) de anticuerpo que comprende la primera, segunda y
tercera CDR de la region VL definida por la secuencia de aminoacidos de SEC ID N%: 16 o SEC ID N%: 18

en el que las CDR se definen usando el esquema de numeracién de Kabat o el esquema de numeracion de AcM.

2. Un anticuerpo anti-GDF8 o proteina de unién a antigeno que se une especificamente a GDF8 y que no se une
especificamente a BMP11 que comprende:

- una cadena pesada que comprende una primera, segunda y tercera regidon determinante de la
complementariedad (CDR), en la que la primera CDR comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID N% 19 o
SEC ID N¢: 25; en la que la segunda CDR comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID N%: 20 o SEC ID
N¢: 26, y en la que la tercera CDR comprende la secuencia de amino&cidos seleccionada de SEC ID N%: 21 o
SECID N%: 27,y

- una cadena ligera que comprende una primera, segunda y tercera CDR, en la que la primera CDR comprende
la secuencia de aminoacidos SEC ID N2: 22 o SEC ID N¢: 28; en la que la segunda CDR comprende la secuencia
de aminoacidos SEC ID N%:23 o SEC ID N2:29, y en la que la tercera CDR comprende la secuencia de
aminoacidos SEC ID N%: 24 o SEC ID N2: 30.

3. El anticuerpo anti-GDF8 o proteina de unién a antigeno de la reivindicacion 1 o 2, en el que dicha cadena pesada
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: la secuencia de aminoacidos de
la SEC ID N: 14; y la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N%: 17.

4. El anticuerpo anti-GDF8 o proteina de unién a antigeno de la reivindicacion 1 o 2, en el que dicha cadena ligera
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: la secuencia de aminoacidos de
la SEC ID N2: 16; y la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N®: 18.

5. El anticuerpo anti-GDF8 o proteina de unién a antigeno de la reivindicacion 1 o 2, en el que dicha cadena ligera
comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N¢: 16; y dicha cadena pesada comprende la secuencia de
aminodcidos de SEC ID N¢: 14.

6. El anticuerpo anti-GDF8 o proteina de unién a antigeno de la reivindicacion 1 o 2, en el que dicha cadena ligera
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N2 18; y en el que el anticuerpo comprende ademas una
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N2: 17.

7. Un anticuerpo anti-GDF8 o proteina de unién a antigeno que se une especificamente a GDF8 y que no se une
especificamente a BMP11, en el que dicho anticuerpo o proteina de unién a antigeno se une a un epitopo
seleccionado de SEC ID N2: 4, SEC ID N°: 6, SEC ID N2: 8, SEC ID N%: 10 y SEC ID N% 12.

8. El anticuerpo anti-GDF8 o proteina de unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que
dicha cadena ligera comprende un dominio constante de cadena ligera kappa o lambda.

9. El anticuerpo anti-GDF8 o proteina de unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que
dicha cadena pesada comprende un dominio constante pesado seleccionado del grupo que consiste en dominios
constantes pesados de IgA, IgE, IgD, I1gG e IgM.

10. El anticuerpo anti-GDF8 o proteina de unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el
que dicha cadena pesada esta mutada para alterar una funcion efectora de dominio constante pesado.

11. El anticuerpo anti-GDF8 o proteina de unidén a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el
que dicho anticuerpo anti-GDF8 o proteina de unién a antigeno esta parcial o totalmente humanizada.

12. El anticuerpo anti-GDF8 o proteina de unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el
que dicho anticuerpo anti-GDF8 o proteina de unién a antigeno inhibe especificamente la sefalizacién por GDF8
pero no por BMP11.

13. Un polinucleétido que codifica el anticuerpo anti-GDF8 o proteina de unién a antigeno de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12.

14. El polinucledétido de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que dicho polinucleétido comprende la secuencia de
acido nucleico de SEC ID N2: 13 o0 SEC ID N2: 15.

15. Un polinucleétido que se hibrida en condiciones rigurosas con el polinucleétido de la reivindicaciéon 14 o con su
complementario.
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16. Un vector que comprende el polinucleétido de una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, en el que el
polinucleétido se une operativamente a una secuencia reguladora.

17. Una célula hospedadora que comprende el vector de la reivindicacion 16.

18. Un procedimiento de produccion de un anticuerpo anti-GDF8 o proteina de unién a antigeno que comprende el
cultivo de la célula hospedadora de la reivindicacién 17, y el aislamiento del anticuerpo anti-GDF8 o proteina de
unién a antigeno que expresa dicha célula hospedadora.

19. El anticuerpo anti-GDF8 o proteina de unidon a antigeno aislados producidos por el procedimiento de la
reivindicacion 18.

20. Un anticuerpo anti-GDF8 o proteina de union a antigeno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 12 para su uso en el tratamiento de distrofia muscular, esclerosis lateral amiotrofica (ELA), sarcopenia, caquexia,
desgaste muscular, atrofia muscular, fragilidad, distrofia muscular seudohipertréfica, distrofia muscular
facioescapulohumeral, distrofia muscular de la cintura, distrofia muscular de Duchenne, distrofia muscular de Becker,
distrofia muscular de Emery Dreifuss, sindrome de espina rigida, sindrome de Ullrich, distrofia muscular de
Fukuyama, sindrome de Walker Warberg, enfermedad muscular 6culocerebral, distrofia muscular congénita, distrofia
miotonica (Enfermedad de Steinart), enfermedad de Gower, trastorno de tejido adiposo, obesidad, un trastorno
metabodlico, diabetes, prediabetes, tolerancia alterada a glucosa, dislipidemia, sindrome metabdlico,
insulinorresistencia inducida por traumatismo, trastorno de pérdida 6sea, osteoporosis, osteoporosis inducida por
glucocorticoides, osteopenia, artritis, fracturas relacionadas con osteoporosis, pérdida de hueso producida por
terapia cronica con glucocorticoides, pérdida 6sea producida por disfuncion gonadal prematura, pérdida 6sea
producida por supresiéon de androgenos, pérdida 6sea producida por déficit de vitamina D, pérdida 6sea producida
por hiperparatiroidismo secundario, pérdida ésea producida por déficits nutricionales y pérdida 6sea producida por
anorexia nerviosa.

21. El anticuerpo anti-GDF8 o proteina de union a antigeno de la reivindicacion 20 para su uso en el tratamiento de
distrofia muscular de Duchenne.
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ELISA DE UNION A GDF8 SA/BIO
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ELISA BMP11 SA/BIO
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Tibial anterior
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DO 405 nm

ES 2514518 T3

Revestimiento de RK35 con anticuerpo RK22 biotinilado
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Revestimiento de RK22 con RK35 biotinilado
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Reactividad de RK22 con suero humano
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Ensayo GDF-8 con placa revestida con RK35:

suero al 10 7%
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DO 450 1 minuto
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Interferencia de Myo29 con RK22 o RK35.
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Ensayo GDF-8 con RK22 sobre la placa
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Ensayo GDF-8 con RK35 sobre la placa
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Ensayo de recuperacion de adicién en GDF-8
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DO 450 nm
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Recuperacién de adicién en GDF-8 en muestras de suero
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DO 450 10 minutos
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Curvas patréon con GDF-8 anadido en suero
de ratén y de ser humano al 10 %
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Valores observados frente a esperados
en muestras de suero ainadidas en THST
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DO 450 5 o 10 minutos
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Efectos del calentamiento a 80 °C en ensayo GDF-8 con Myo-29
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DO 450 15 minutos
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Ensayo de empobrecimiento en suero (pasado 3 veces)
sobre una columna Myo-29
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DO 450 15 minutos
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Ajuste de curva por regresiéon
No lineal

2500

5000 7500

10000

GDF-8 en pg/ml

FIG.20

101

12500

15000



ES 2514518 T3

Andlisis de GDF-8 con nueve muestras de suero normal
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GDF-8 libre y total de ocho muestras de suero normal:

ensayo redlizado en dos dias distintos
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Suero humano desnaturalizado
con calor +/- Myo-29
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4°C  56°C 598°C 66°C 70°C 735°C 80°C

Incubacién 5 minutos

FIG.23
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ES 2514518 T3

Deteccion del dimero de GDF-8 en presencia de MYO-29

GDF-8
pI'! 3 rpH 7 5 GDF-8 + MY0-029
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FIG.24A
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FIG.24B
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DO 450
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ES 2514518 T3

Suerc humano +/- RK35 o MIO-29
Condiciones neuras o acidas
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GDF-8 (ng/ml)

ES 2514518 T3

B3 Sin Ac
B Myo 10 ng/ml

BEMyo 40 ng/mi

EMyo 100 pg/mi Suero humano +/- MYO-029
Disociado con calor o con dcido
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2,5

D,U-—% — —

SH SH+Myo SH4+Myo SHMyo SH+Myo
63°C 1°C dcido
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DO 450

ES 2514518 T3

Niveles de GDF-8 en suvero
de animales de tipo silvestre y KO

2NN —

MmTS Mm KO Vacas TS Vacas KO

FIG.27
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Error relativo (%) Error relativo (%)

Error relativo (%)

ES 2514518 T3

Modelo de 4 pardmetros ajustado sobre Y

o9 | o

05 1,0 20 40 80 160 32,0 640 1280
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Miostatina (ng/ml)

ES 2514518 T3

Niveles de miostatina en suero en animales normales y sin miostatina
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FIG.29A
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ES 2514518 T3

Niveles de miostatina en suero ensayados
en presencia de proteinas de unién a miostatina a pH neutro

Condiciones de ensayo neutras

-yl 1-

~§. 0,8'

oy 7 /]

S 064

0

I N\

2 0,21 5%/’/: NN %\: . -
Sin adicién X - - - - - -
MYO-029* 300 30 3 - - -
ActRIIB-Fc* - - - 300 30 3

* Concentracion final (ung/ml)

FIG.29B
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final (ng/ml)

hiracién

FIG.29C
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Miostatina (ng/mil)

ES 2514518 T3

Grdficas de cajas y bigotes de niveles de miostatina en suero
en hombres jovenes y de edad avanzada
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FIG.30A

113



Miostatina (ng/ml)

ES 2514518 T3

Grdfica de regresién que muestra la correlaccién de los niveles
de miostatina basales con masa corporal magra en hombres jovenes
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FIG.308B
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Miostatina (ng/mil)

ES 2514518 T3

Grafica de regresién que muestra la correlaccién de los niveles de miostatina

17,5+
15,0
12,5-
10,0
7,54
5,0
25-

basales con masa corporal magra en hombres de edad avanzada

RZ=0,03
™ u B p=0,21

0,0

45 50 55 60 65 70 7

Masa corporal magra (kg)

FIG.30C
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ES 2514518 T3

Cambios de niveles de miostatina en hombres jovenes en respuesta
a la administracién de dosis graduadas de testosterona
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FIG.31TA
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ambio de miostatina
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ES 2514518 T3

50— ¢ p=0,03

Hombres jévenes Hombres de edad avanzada

FIG.31B
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ES 2514518 T3

Grdficas de regresion que muestran la correlacién del cambio de los niveles
de miostatina desde el inicio al dia 56 y cambios de las concentraciones
de testosterona y masa corporal magra en hombres jovenes y de edad avanzadas
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% de cambio de miostatina

% de cambio de miostatina

ES 2514518 T3
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Miostatina (ng/ml)

ES 2514518 T3

Graficas de cajas y bigotes de niveles de miostatina
en mujeres con menstruacién, menopausia quirirgica y de edad avanzada
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