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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-miostatina

Campo de la invencién

La invencién pertenece al campo de la medicina, particularmente al campo de anticuerpos monoclonales frente a la
miostatina. Mas especificamente, la invencién se refiere a anticuerpos anti-miostatina humanizados de alta afinidad
que unen preferentemente miostatina a GDF-11 y al uso de los anticuerpos para terapia, profilaxis o diagndstico de
diversos trastornos o afecciones en especies de mamiferos y aves.

Antecedentes de la invencion

En el desarrollo embrionario y en la homeostasis del tejido adulto estan implicados miembros de la superfamilia de
proteinas del factor beta de crecimiento transformante (TGF-B). Los miembros de la superfamilia de TGF-f3
comparten una estructura comun que incluye una secuencia sefial de péptido necesaria para la secrecion de la
proteina y un fragmento amino-terminal que se escinde de forma proteolitica aproximadamente 105-140
aminoacidos del extremo carboxi-terminal de la proteina precursora grande para producir la proteina madura. La
proteina madura se caracteriza por restos de cisteina altamente conservados, mientras que la forma activa de la
proteina madura es un homodimero unido por disulfuro de la proproteina escindida de forma proteolitica (Gray, A., y
Maston, A., Science, 247: 1328, 1990).

La miostatina, también conocida como factor 8 de diferenciacion de crecimiento (GDF-8), es un miembro de la
superfamilia de TGF-B de proteinas. La miostatina comparte similitudes estructurales con otros miembros de la
familia de TGF-B. Contiene un extremo amino hidréfobo que actua como una sefial de secrecion y un dominio RSRR
conservado que es importante para el procesamiento proteolitico. La escision de la proteina da lugar a un péptido
asociado a la latencia amino-terminal y un péptido de sefializacion maduro carboxi-terminal que forma el
homodimero biolégicamente activo. La miostatina se expresa en gran medida en el desarrollo y musculo esquelético
adulto y funciona como un regulador negativo del musculo esquelético. La sobreexpresion sistémica de la miostatina
en ratones adultos conduce a la pérdida de masa muscular (Zimmers, y col., Science, 296: 1486-1488, 2002)
mientras que por el contrario, un ratéon genosuprimido para miostatina se caracteriza por hipertrofia e hiperplasia del
musculo esquelético dando como resultado una masa muscular de dos a tres veces mayor que sus compafieros de
camada de tipo silvestre y una disminucion en la acumulacion de grasa (McPherron, y col. Nature, 387: 83-90, 1997).
Se informé que un ser humano con una mutacion de genosupresion de miostatina tenia asociada hipertrofia
muscular total (Scheulke, y col., New Eng. J. Med. 350: 2682, 2004).

En la actualidad existen tratamientos limitados disponibles para la atrofia muscular o para trastornos o afecciones
que se beneficiarian de un aumento de masa muscular y/o fuerza muscular que incluyen, por ejemplo, distrofia
muscular, debilidad, atrofia por desuso y, caquexia, asi como trastornos que estan asociados con la atrofia muscular,
por ejemplo, enfermedad renal, insuficiencia o enfermedad cardiaca, y enfermedad hepatica. Debido a su papel
como un regulador negativo del crecimiento del musculo esquelético, la miostatina es un objetivo deseable para la
intervencion terapéutica o profilactica para tales trastornos o afecciones o para el control de la progresiéon de estos
trastornos o afecciones. Aparte de su papel directo en la regulacion del musculo esquelético, la miostatina también
puede estar implicada en otros procesos fisioldgicos que incluyen la diferenciacion de preadipocitos a adipocitos
(Kim y col. BBRC, 281: 902-906, 2001), e, indirectamente, con la homeostasis de la glucosa (McPherron, Ay Lee S-
J. JCI 109: 595, 2002) e inhibicién de la formacién de hueso (Hamrick, M. Mol. Cell Evol. Biol. 272 388-91, 2003;
Hamrick y col. Calcif Tissue Int. 71: 63, 2002). Por lo tanto, los antagonistas especificos de miostatina, por ejemplo,
anticuerpos especificos de miostatina, también pueden resultar Utiles para tratar, prevenir o controlar trastornos o
afecciones tales como los que se benefician del aumento de la densidad 6sea (por ejemplo, osteoporosis), diabetes
de Tipo Il, sindrome metabdlico, obesidad y osteoartritis.

La miostatina esta altamente conservada a través de las especies; la secuencia de aminoacidos de la forma madura
de la miostatina en seres humanos, raton, rata, pollo, pavo y vaca es idéntica en un 100 % (véanse las Figs. 2 y 3).
Existen mutaciones miostatina de origen natural en el ganado, que se han relacionado con un fenotipo de doble
musculatura (McPherron, y col. PNAS, 94: 12457-61, 1997). Dado que la miostatina esta altamente conservada en
secuencia y en funcién a través de las especies, un anticuerpo anti-miostatina no solamente proporciona un medio
prometedor para aumentar la masa muscular, o tratamiento o prevencién de tales trastornos o afecciones
mencionados anteriormente en seres humanos, sino también en otros mamiferos que incluyen, por ejemplo,
animales domésticos (por ejemplo, caninos y felinos), animales deportivos (por ejemplo, equinos), animales fuente
de alimentos (por ejemplo, bovinos, porcinos y ovinos) y en especies aviares (por ejemplo, pollo, pavo, pato y otras
aves de caza y aves de corral).

El factor 11 de diferenciacion de crecimiento, también denominado GDF-11 o BMP-11, es el miembro de la
superfamilia de TGF-B de proteinas que es el mas homélogo a la miostatina. Las secuencias de aminoacidos de las
formas maduras de la miostatina humana y GDF-11 son idénticas en aproximadamente un 90 %; sin embargo, el
GDF-11 se expresa en una variedad de tejidos mas amplia que el GDF-8 incluyendo pulpa dental, cerebro, corazén,
rindn y pulmoén asi como tejido muscular y adiposo (Nakashima, y col. Mech. of Development 80: 185, 1999). Los
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ratones genosuprimido para GDF-11 mueren a las 24 horas del nacimiento con multiples anomalias. En particular,
los ratones presentan pares extra de costillas, falta de rifiones y muestran defectos en el estémago, bazo y pancreas
(McPherron y col., Nature Genetics 22: 260, 1999; Esquela y Lee, Dev. Biol. 257: 356, 2003; Harmon y col., Devpt.
131: 6163, 2004). Recientemente se ha encontrado que el GDF-11 gobierna las ventanas temporales durante las
que los progenitores multipotentes mantienen la competencia para producir distinta progenie neuronal (Kim, J. y col.
Science 308: 1927-1930, 2005).

Existe una necesidad terapéutica de inhibir especificamente una actividad de miostatina aunque sin inhibir, o inhibir
de forma minima, una actividad de otras proteinas de la superfamilia de TGF-B, en particular GDF-11, para
minimizar la posibilidad de efectos secundarios indeseables resultantes de unién del antagonista de miostatina a otra
proteina de la superfamilia de TGF-3. Ademas, existe una necesidad de diagnéstico para un anticuerpo anti-
miostatina que no reaccione de forma cruzada, o que reaccione minimamente de forma cruzada, con otra proteina
de la superfamilia de TGF-$, en particular GDF-11, para controlar con mayor precision o para determinar los niveles
de miostatina en una muestra. Ademas, existe una necesidad de anticuerpos especificos para miostatina que se
unan especifica y preferentemente a la miostatina con una alta afinidad y que permitan de ese modo que el nivel de
dosis que los pacientes reciben se minimice de ese modo lo que puede dar como resultado una dosificacién menos
frecuente con un anticuerpo de ese tipo que con un anticuerpo que se une a la miostatina con una afinidad menor
(es decir, una Kp mas elevada). También se desea un anticuerpo de alta afinidad porque puede permitir una mayor
flexibilidad en la via de administracion del anticuerpo a un paciente ya que es menos deseable que un farmaco se
administre por via intravenosa que por via subcutanea, por ejemplo. También existe una necesidad de anticuerpos
especificos de miostatina con un valor de Clsg bajo o de otro modo favorable en un ensayo de bioactividad de
miostatina con el fin de generar un anticuerpo anti-miostatina terapéutico con una dosis terapéutica eficaz minima.
También se desea proporcionar anticuerpos especificos para miostatina en los que cualquier respuesta inmune al
anticuerpo evocada por un paciente que recibe el anticuerpo se reduce a un minimo. La presente invencion satisface
estas necesidades y proporciona ventajas relacionadas.

Sumario de la invencién

Los anticuerpos de la invencién son anticuerpos monoclonales anti-miostatina humanizados, y porciones de unién a
antigeno de los mismos, que antagonizan o neutralizan al menos una actividad o propiedad biolégica in vitro o in vivo
asociada con la miostatina o una porciéon de la misma.

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencion se proporciona un anticuerpo anti-miostatina
humanizado que comprende un polipéptido de la regién variable de cadena ligera de la SEC ID N° 10 y un
polipéptido de la regién variable de cadena pesada de la SEC ID N°: 26.

De acuerdo con un segundo aspecto de la presente invencion se proporciona un anticuerpo anti-miostatina
humanizado que comprende un polipéptido de la region variable de cadena ligera de la SEC ID N°: 5 y un polipéptido
de la regién variable de cadena pesada de la SEC ID N°: 15.

Preferentemente, el anticuerpo de acuerdo con la presente invencién comprende adicionalmente una region
constante de cadena pesada seleccionada entre IgG1, IgG2, 1IgG3, e IgG4.

De acuerdo con un tercer aspecto de la presente invencién se proporciona un anticuerpo de acuerdo con la presente
invencion para uso como un medicamento. Preferentemente, el anticuerpo de acuerdo con la presente invencién es
para uso en el tratamiento o prevencion de una o mas afecciones seleccionadas entre debilidad, caquexia, atrofia
muscular, debilidad muscular, miopatia, distrofia muscular, osteoporosis, EPOC, insuficiencia o enfermedad renal,
insuficiencia o enfermedad hepatica, insuficiencia cardiaca, diabetes de tipo Il o sindrome metabdlico.

De acuerdo con un cuarto aspecto de la presente invenciéon se proporciona una composicion farmacéutica que
comprende el anticuerpo de acuerdo con la presente invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En una realizacion, los anticuerpos de la invencion que se unen especifica y/o preferentemente a la miostatina son
significativamente menos reactivos con GDF-11 que con miostatina, es decir, un anticuerpo monoclonal de la
invencion se une a la miostatina con una frecuencia de aproximadamente 5, 10, 20, 22, 24, o 25 veces mayor que la
de union a GDF-11 tal como se mide con una técnica disponible en la técnica por ejemplo, mediante ELISA de
competicion, o mediante ensayo de BIACORE o KINEXA para demostrar la afinidad mas elevada (es decir, Kp
inferior) del anticuerpo hacia GDF-8 que hacia GDF-11. Lo mas preferentemente, los anticuerpos de la invencion,
cuando se expresan como Fabs, no se unen a GDF-11 en niveles superiores a los del fondo en ningun ensayo de
union disponible en la técnica. Los anticuerpos de la invencién se unen especificamente a la miostatina dentro del
dominio que abarca los aminoacidos 40-64 [ANYCSGECEFVFLQKYPHTHLVHQA para el ser humano], 43-57
[CSGECEFVFLQKYPH O CSGESEFVFLQKYPH para el ser humano] y/o 45-59 [GECEFVFLQKYPHTH para el ser
humano] de la miostatina madura o se unen especificamente a un polipéptido que consiste en los aminoacidos 40-
64, 43-57 y/o aminoacidos 45-59 de la miostatina madura.

En una realizacion, los anticuerpos de la invenciéon se caracterizan por una afinidad de union fuerte (Kp) hacia la
miostatina, es decir, inferior a aproximadamente 1 x 10° M, preferentemente inferior a aproximadamente 9 x 1070 M,
8,7 x 10" M o lo mas preferentemente, inferior a aproximadamente 8 x 10" M. Como alternativa, los anticuerpos de

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2533464 T3

la invencién se caracterizan por una Kp para la miostatina no superior a aproximadamente 1 x 10°Mo09x10™ M,
mas preferentemente no superior a aproximadamente 8,7 x 10" M y lo mas preferentemente no superior a
aproximadamente 8 x 10" M. Preferentemente, los anticuerpos de la invencion que se caracterizan por una afinidad
de unién fuerte tal como se ha descrito anteriormente también tienen una Clsg inferior a 25 nM, 20 nM, 16 nM, 14
nM, 10 nM, 9 nM, 6 nM, o 5,2 nM en un ensayo de indicador de miostatina/SBE in vitro y/o son significativamente
menos reactivos con GDF-11 que con GDF-8. Estos se unen a la miostatina dentro del dominio que abarca los
aminoacidos 40-64, 43-57 y/o 45-59 de la miostatina madura y/o se unen a un polipéptido que consiste en los
aminoacidos 40-64, 43-57 y/o 45-59 de la miostatina madura.

En otra realizacion, un anticuerpo monoclonal anti-miostatina de la invencion comprende un polipéptido de region
variable de cadena ligera ("LCVR") con una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en
las SEC ID N°: 5-12. En otra realizacion, un anticuerpo monoclonal anti-miostatina de la invencién comprende un
polipéptido de region variable de cadena pesada ("HCVR") con una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el
grupo que consiste en las SEC ID N°°: 13-26, 55 y 56. Las secuencias asociadas con cada Nimero de SEC ID se
muestran en las Figuras 5-9 en el presente documento.

Un anticuerpo monoclonal anti-miostatina de la invencion puede comprender adicionalmente una region constante
de cadena pesada seleccionada entre el grupo que consiste en IgG1, IgGa, IgGs, IgGs, IgA, IgE, IgM e IgD humana
(o basicamente de origen humano), preferentemente IgG+ o IgG4. Un anticuerpo monoclonal anti-miostatina de la
invencion puede comprender adicionalmente una regidon constante de cadena ligera kappa o lambda humana.
Cuando el anticuerpo se va a usar como un agente terapéutico en un ser humano, la regién constante
preferentemente es basicamente de origen humano. Cuando el anticuerpo se va a usar como un agente terapéutico
en un animal no humano, un huevo de un animal no humano, la regién constante preferentemente se origina
basicamente a partir del animal en el que es el anticuerpo se va a usar como un agente terapéutico (véase, por
ejemplo, Clarkson, C. y col., Mol. Imm. 30: 1195-1204, 1993; Solicitud de Estados Unidos nimero 2002/01651350; y
numeros de registro en Genbank X69797, U03778, X16701, X07174, AB016711).

En el presente documento se contemplan diversas formas del anticuerpo. Por ejemplo, un anticuerpo monoclonal
anti-miostatina de la invencién puede comprender o consiste en un anticuerpo intacto (es decir, longitud completa,
que tiene una region Fc intacta), un anticuerpo basicamente intacto, una porcioén de unién a antigeno del mismo (por
ejemplo, un Fab, Fab’, F(ab’)z) o un fragmento Fv de una sola cadena. Se entiende que todas estas formas de los
anticuerpos se incluyen en el presente documento y a través del mismo con el término "anticuerpo”. Ademas, un
anticuerpo de la invenciéon se puede marcar con una marca detectable, inmovilizar en una fase soélida y/o conjugar
con un compuesto heterdlogo, por ejemplo, una molécula de enzima o polietilenglicol. Ademas, se contempla que los
anticuerpos de la invencion son "monoclonales” incluso aunque puedan diferir en el patrén de glicosilacion.

En el presente documento se contemplan usos de diagndstico, terapéuticos y profilacticos para los anticuerpos
monoclonales de la invencién. En una aplicacion de diagnéstico, la invenciéon proporciona un procedimiento para
determinar la presencia y/o cantidad de proteina miostatina que comprende exponer una muestra de ensayo que se
sospecha que contiene la proteina miostatina protein a un anticuerpo anti-miostatina de la invencion y determinar la
unién especifica del anticuerpo a la muestra. Un anticuerpo anti-miostatina de la invencion se puede usar para
determinar los niveles de miostatina en las muestras de ensayo por comparacién de los valores de la muestra de
ensayo con una curva estandar generada mediante la uniéon de dicho anticuerpo a muestras con cantidades
conocidas de miostatina usando cualquier procedimiento disponible en la técnica, por ejemplo, un ensayo de ELISA.
La invencion también proporciona un kit que comprende un anticuerpo de la invencion vy, preferentemente,
instrucciones para uso del anticuerpo para detectar la proteina miostatina por ejemplo, en una muestra de ensayo.

En otra realizacion, la invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo
monoclonal anti-miostatina de la invencion. La composicion farmacéutica de la invencién puede comprender
adicionalmente un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En dicha composicion farmacéutica, el anticuerpo
monoclonal anti-miostatina de la invencion es el principio activo. Preferentemente la composicion farmacéutica
comprende una poblacién homogénea o basicamente homogénea de un anticuerpo monoclonal anti-miostatina de la
invencion. La composicion para uso terapéutico es estéril y se puede liofilizar, preferentemente proporcionada con
un diluyente apropiado.

La invencion proporciona un procedimiento para inhibir al menos una actividad biolégica de miostatina en un animal,
preferentemente un mamifero o especie aviar, preferentemente un ser humano, con necesidad del mismo, que
comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz, o cantidad profilacticamente eficaz, o cantidad que
neutraliza la miostatina o que inhibe la miostatina de un anticuerpo monoclonal anti-miostatina de la invencién a
dicho mamifero o especie aviar. La invencion también proporciona un procedimiento para aumentar la masa
muscular o para tratar o prevenir una enfermedad o trastorno o afecciéon mejorado por neutralizacion o antagonismo
de una bioactividad de miostatina que comprende la administracién a un paciente (por ejemplo, un ser humano) con
necesidad de tal tratamiento o prevenciéon una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz de un anticuerpo
monoclonal de la invencion.

La invencidn engloba un anticuerpo monoclonal anti-miostatina de la invencion para uso en la preparacion de un
medicamento para la administracién a un mamifero, preferentemente un ser humano, para el tratamiento, por
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ejemplo, de debilidad, caquexia, sarcopenia relacionada con la edad, atrofia o debilidad muscular, miopatia, distrofia
muscular, osteoporosis, obesidad, EPOC, insuficiencia o enfermedad renal, insuficiencia o enfermedad hepatica,
insuficiencia o enfermedad cardiaca, sindrome metabdlico y diabetes de Tipo Il en un mamifero, preferentemente un
ser humano, con necesidad del mismo mediante la administracion a dicho mamifero de una cantidad
terapéuticamente eficaz o cantidad profilacticamente eficaz de un anticuerpo monoclonal anti-miostatina de la
invencion.

La invencion engloba un articulo de fabricacién que comprende un material de envase y un anticuerpo de la
invencion contenido en dicho material de envase y en el que el material de envase comprende un prospecto que
indica preferentemente que el anticuerpo neutraliza o antagoniza especificamente una actividad de miostatina o
disminuye el nivel de miostatina. Opcionalmente, el prospecto indica adicionalmente que el anticuerpo neutraliza o
antagoniza preferentemente una actividad de miostatina con respecto a una actividad de GDF-11 o disminuye
preferentemente nivel de miostatina con respecto a la disminuciéon del nivel de GDF-11 mediante la unién
preferentemente de la miostatina con respecto a la unién de GDF-11.

La invencion proporciona adicionalmente acidos nucleicos aislados que codifican un anticuerpo de la invencion; un
vector (o vectores) que comprenden ese acido nucleico, que se une opcionalmente de forma operativa a secuencias
de control reconocidas por una célula huésped transformada con el vector; una célula huésped que comprende ese
vector; un procedimiento para producir un anticuerpo de la invenciéon que comprende el cultivo de la célula huésped
de modo que el acido nucleico se expresa y, opcionalmente, recuperar el anticuerpo del medio de la célula huésped.

Breve descripcion de las figuras

La FIG. 1 muestra la secuencia de aminoacidos de promiostatina humana con la secuencia de sefial subrayada y
la porcion de la proteina en el extremo carboxi que forma un mondmero de la forma madura de miostatina con
letra en negrita.

La FIG. 2 muestra la secuencia de aminoacidos de la miostatina madura humana monomérica. La miostatina
humana activa es un homodimero de este polipéptido asociado mediante enlaces disulfuro. El epitopo antigénico
de la presente invencion esta subrayado. Esta secuencia es idéntica a la de la miostatina madura en ratén, rata,
pollo, pavo, perro, caballo, y cerdo.

La FIG. 3 muestra una alineacion de la secuencia de aminoacidos de la miostatina madura de diversas especies
de mamifero y aviar.

La FIG. 4 muestra la alineacién de la secuencia de aminoacidos de la forma madura de la miostatina humana y
GDF-11 humano con el epitopo antigénico de la presente invencion subrayado y los restos dentro del epitopo
antigénico que difieren entre miostatina y GDF-11 con letra en negrita.

La FIG. 5 muestra la alineacion de la secuencia de aminoacidos de las HCVR con un marco conservado VH2-70.
Los dominios de CDR se muestran con letra en negrita.

La FIG. 6 muestra la alineacion de la secuencia de aminoacidos de las HCVR con un marco conservado VH4-39.
Los dominios de CDR se muestran con letra en negrita.

Las FIGS. 7 y 8 muestran la alineacion de la secuencia de aminoacidos de las LCVR con un marco conservado
02. Los dominios de CDR se muestran con letra en negrita.

La FIG. 9 muestra la secuencia de aminoacidos de las CDR de la LCVR y HCVR de diversos anticuerpos de la
invencion.

La FIG. 10 muestra la secuencia de aminoacidos de la LCVR de diversos anticuerpos anti-miostatina de murino,
cualquiera de los cuales puede ser una molécula precursora a modo de ejemplo para los anticuerpos de la
invencion. Véanse las solicitudes de patente de Estados Unidos N° 60/559.621 y N° 60/555.456 que se
incorporan en el presente documento.

La FIG. 11 muestra la secuencia de aminoacidos de la HCVR de diversos anticuerpos anti-miostatina de murino.
Véanse las solicitudes de patente de Estados Unidos N° 60/559.621 y N° 60/555.456.

Descripcién detallada de la invenciéon

La invencién presenta anticuerpos monoclonales anti-miostatina capaces de unirse de forma especifica a miostatina
de mamifero o aviar (proproteina o proteina madura o una porcién de la misma; monomeérica o homodimérica), en la
que los anticuerpos se caracterizan adicionalmente por que son anticuerpos humanizados o porciones de unién a
antigeno de los mismos capaces de neutralizar o antagonizar al menos una actividad de miostatina in vitro y/o in
vivo; preferentemente demostrando una Clsg inferior a aproximadamente 25 nM, 20 nM, 16 nM, 14 nM, 10 nM, 9 nM,
6 nM, o 5,2 nM en un ensayo de indicador de miostatina/SBE y/o preferentemente demostrando una afinidad de
unioén elevada con la miostatina. Los anticuerpos de la invencién se caracterizan adicionalmente por que se unen a
la miostatina dentro del dominio que abarca los aminoacidos en los restos 40-64 de la forma madura de la miostatina
(por ejemplo, SEC ID N° 53) y son significativamente menos reactivos con el homélogo mas cercano de la
miostatina, GDF-11.

Definiciones
Cuando se usa en el presente documento, la expresion " miostatina madura" (véase la SEC ID N°: 2 para especies

humanas, murina, rata, pollo, pavo, canina, equina y porcina) se refiere a la forma monomérica o la forma
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homodimérica de la proteina que resulta después de la escision proteolitica en Arg 266 de la forma de proproteina
del aminoacido 375 de la miostatina. Cuando se usa en el presente documento, el término "miostatina" se refiere a
miostatina madura. Cuando usan el presente documento, el término "promiostatina" o "forma de proproteina de
miostatina" cuando se usa con referencia a la proteina humana se refiere a una proteina que comprende la
secuencia que se muestra en la SEC ID N°: 1 como un monémero u homodimero.

Un anticuerpo de longitud completa tal como existe de forma natural es una molécula de inmunoglobulina formada
por cuatro cadenas de péptidos, dos cadenas pesadas (H) (de aproximadamente 50-70 kDa cuando tienen longitud
total) y dos cadenas ligeras (L) (de aproximadamente 25 kDa cuando tienen longitud total) interconectadas mediante
enlaces disulfuro. La porciéon amino terminal de cada cadena incluye una region variable de aproximadamente 100-
110 o mas aminoacidos responsables principalmente del reconocimiento de antigenos. La porcidon carboxi-terminal
de cada cadena define una region constante responsable principalmente de la funcién efectora.

Las cadenas ligeras se clasifican como kappa o lambda y se caracterizan por una regiéon constante en particular tal
como se conoce en la técnica. Las cadenas pesadas se clasifican como gamma, mu, alfa, delta, o épsilon, y definen
el isotipo del anticuerpo como IgG, IgM, IgA, IgD, e IgE, respectivamente y varias de estas se pueden dividir
adicionalmente en subclases (isotipos) por ejemplo, IgGs, IgGa, IgGs, IgGa, IgA+, e IgA,. Cada tipo de cadena pesada
se caracteriza por una region constante en particular conocida en la técnica. Las estructuras de las subunidades y
las configuraciones tridimensionales de diferentes clases de anticuerpos son bien conocidas en la técnica. Cada
cadena pesada esta formada por una regién variable de cadena pesada N-terminal (en el presente documento
"HCVR") y una regién constante de cadena pesada. La region constante de cadena pesada esta formada por tres
dominios (CH1, CH2, y CH3) para IgG, IgD, e IgA; y 4 dominios (CH1, CH2, CH3, y CH4) para IgM e IgE. Cada
cadena ligera esta formada por una region variable de cadena ligera (en el presente documento "LCVR") y una
region constante de cadena ligera, CL. Las regiones HCVR y LCVR se pueden subdividir adicionalmente en regiones
de hipervariabilidad, denominadas regiones que determinan la complementariedad (CDR), intercaladas con regiones
que estan mas conservadas, denominadas regiones de marco conservado (FR). Cada HCVR y LCVR esta formada
por tres CDR y cuatro FR, colocadas desde el extremo amino al extremo carboxi en el siguiente orden: FR1, CDR1,
FR2, CDR2, FR3, CDRS3, FR4. En el presente documento, las 3 CDR de la cadena pesada se denominan "CDRH1,
CDRH2, y CDRH3"y las 3 CDR de la cadena pesada se denominan "CDRL1, CDRL2 y CDRL3". Las CDR contienen
la mayor parte de los restos que forman interacciones especificas con el antigeno. La asignacion de aminoacidos a
cada dominio esta de acuerdo con convenciones bien conocidas [por ejemplo, Kabat, "Sequences of Proteins of
Immunological Interest”, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991) o el esquema de numeracion de Chotia
tal como se describe en Al-Lazikani y col., J. Mol. Biol. 273: 927-948, 1997, véase también el sitio de internet
http:www.rubic:rdg.ac.uk/-andrew/bioinf.org/abs. La capacidad funcional de un anticuerpo para unirse a un antigeno
en particular esta muy influenciada por las seis CDR.

El término "anticuerpo” por referencia a un anticuerpo monoclonal anti-miostatina de la invencién (o simplemente,
"anticuerpo monoclonal de la invencion"), tal como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo
monoclonal. Un "anticuerpo monoclonal”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo
quimérico, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo totalmente humano, a menos que se indique de otro modo en
el presente documento. Preferentemente un anticuerpo monoclonal de la invencidon existe en una poblacién
homogénea o basicamente homogénea. Los anticuerpos monoclonales de la invencion se pueden producir usando
por ejemplo, técnicas de hibridoma bien conocidas en la técnica, tales como tecnologias recombinantes, tecnologias
de presentacion de fagos, tecnologias de sintesis o combinaciones de tales tecnologias u otras tecnologias
facilmente conocidas en la técnica. "Anticuerpo monoclonal" se refiere a un anticuerpo que tiene su origen en una
sola copia o clon, que incluye por ejemplo, cualquier clone eucariota, procariota, o fago, y no el procedimiento con el
que se produce. Un "anticuerpo monoclonal" puede ser un anticuerpo intacto (que comprende una region de Fc
completa o de longitud completa), un anticuerpo basicamente intacto, o una porcién o fragmento de un anticuerpo
que comprende una porcién de unién a antigeno, por ejemplo, un fragmento de Fab, un fragmento de Fab’ o un
fragmento de F(ab’), de un anticuerpo quimérico, humanizado o humano.

Las regiones variables de cada parte cadenas ligera/pesada forman los sitios de unién a antigeno del anticuerpo.
Por lo tanto, un anticuerpo de IgG intacto tiene dos sitios de uniéon. Excepto en anticuerpos bifuncionales o
biespecificos, los dos sitios de unién son los mismos. Tal como se usa en el presente documento, la "porcién de
union a antigeno” o "regiéon de union a antigeno” o "fragmento de unién a antigeno" se refiere indistintamente en el
presente documento a esa porcién de una molécula de anticuerpo, dentro de la region variable, que contiene los
restos de aminoacidos que interactian con un antigeno y confieren al anticuerpo su especificidad y afinidad hacia el
antigeno. La porcion de union a antigeno del anticuerpo incluye restos de aminoacidos del marco conservado
necesarios para mantener la conformacién apropiada de los restos de unién a antigeno. Preferentemente, las CDR
de la region de unién a antigeno, o toda la regiéon de unién a antigeno, de los anticuerpos de la invencion seran de
origen murino o basicamente de origen murino con determinados restos de aminoacidos alterados para mejorar una
actividad en particular (véase por ejemplo, Fig. 9). Las regiones del marco conservado de anticuerpos de la
invencion son de origen humano o basicamente de origen humano (al menos de origen humano en un 85 %, un 90
%, un 95 %, un 97 % o un 99 %).

Ademas, un "anticuerpo monoclonal” tal como se usa en el presente documento puede ser un fragmento de Fv de
cadena individual que se puede producir mediante la uniéon del ADN que codifica la LCVR y la HCVR con una
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secuencia conectora. (Véase, Pluckthun, The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore
eds., Springer-Verlag, Nueva York, paginas 269-315, 1994). Se entiende que independientemente de si se
especifican fragmentos o porciones, el término "anticuerpo” tal como se usa en el presente documento incluye tales
fragmentos o porciones asi como formas de cadena individual. Siempre y cuando la proteina mantenga la capacidad
de unirse de forma especifica o preferentemente a su diana pretendida (es decir, epitopo o antigeno), se incluye
dentro del término "anticuerpo”.

Una "poblacion de anticuerpos monoclonales”, se refiere a una poblacién de anticuerpos homogéneos o
basicamente homogéneos (es decir, al menos aproximadamente un 85 %, un 87 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un
93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, mas preferentemente al menos aproximadamente un 97 % o un 98 % o lo mas
preferentemente al menos un 99 % de los anticuerpos en la poblacién competirian en un ensayo de ELISA por el
mismo antigeno o epitopo). Los anticuerpos pueden estar o no glicosilados y aun entran dentro de los limites de la
invencion. Los anticuerpos monoclonales pueden ser homogéneos si tienen secuencias de aminoacidos idénticas
aunque pueden diferir en una modificacion posterior a la traduccion, por ejemplo, patron de glicosilacion.

Una "variante" de anticuerpo anti-miostatina, se refiere en el presente documento una molécula que difiere en la
secuencia de aminoacidos a partir de un anticuerpo anti-miostatina "precursor" en virtud de la adicién, supresion y/o
sustitucién de uno o mas restos de aminoacidos en la secuencia de anticuerpo precursor. En la realizacion
precedente, la variante comprende una o mas sustituciones de aminoacidos en una o mas regiones de CDR del
anticuerpo precursor. Por ejemplo, la variante puede comprender al menos una (por ejemplo, de aproximadamente
una a aproximadamente diez, y preferentemente de aproximadamente dos a aproximadamente cinco) sustituciones
en una o mas regiones de CDR del anticuerpo precursor. La identidad o la homologia con respecto a la secuencia
variante se define en el presente documento como el porcentaje de restos de aminoacidos en la secuencia variante
que son idénticos con los restos de anticuerpo precursor, después de alinear las secuencias e introducir huecos, si
fuera necesario, para conseguir el porcentaje maximo de identidad de secuencia. No se interpretara que ninguna de
las extensiones, supresiones o inserciones N-terminal, C-terminal, o interna, en la secuencia de anticuerpos afecta a
la identidad u homologia de la secuencia. La variante mantiene la capacidad de unirse a la miostatina y
preferentemente tiene propiedades que son superiores a las del anticuerpo precursor. Por ejemplo, la variante puede
tener una afinidad de unién mas fuerte, Clsp menor en un ensayo de SBE/indicador o aumento de la capacidad para
inhibir una bioactividad de miostatina. La variante de anticuerpo de interés en particular en el presente documento es
una que presenta al menos aproximadamente un aumento de la actividad biolégica de al menos aproximadamente 2
veces, 5 veces, preferentemente al menos aproximadamente 10 veces, y mas preferentemente al menos
aproximadamente 20, 30, o 50 veces cuando se compara con el anticuerpo precursor.

El anticuerpo "precursor" en el presente documento es uno que esta codificado por una secuencia de aminoacidos
usada para la preparacion de la variante. El anticuerpo precursor puede tener un marco conservado murino pero
preferentemente tiene una regidon marco conservada humana. El anticuerpo precursor puede ser un anticuerpo
murino (véanse por ejemplo, las Figs 10 y 11 en el presente documento), quimérico, humanizado o humano.

La expresién "se une de forma especifica", tal como se usa en el presente documento, se refiere a la situacion en la
que un miembro de un par de unidn especifico no se une de forma significativa a moléculas distintas de su o sus
compafieros de unién especificos (es decir, reactividad cruzada inferior a aproximadamente un 35 %, un 33 %, un 30
%, un 20 %, o un 10 %) tal como se mide mediante una técnica disponible en la técnica por ejemplo, mediante
ELISA de competicion o por medida de Kp con ensayo de BIACORE o KINEXA. La expresion también se puede
aplicar cuando por ejemplo, un dominio de unién a antigeno de un anticuerpo de la invencién es especifico para un
epitopo en particular que es portado por un nimero de antigenos, en cuyo caso el anticuerpo especifico que porta el
dominio de unién a antigeno sera capaz de unirse de forma especifica a los diversos antigenos que portan el
epitopo. En consecuencia un anticuerpo monoclonal de la presente invenciéon se une de forma especifica a un
epitopo localizado dentro de los aminoacidos 40-64, 43-57 y/o 45-59 de la forma madura de la miostatina.

La expresién "se une de forma preferente”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la situacion en la
que un anticuerpo se une a un antigeno especifico al menos aproximadamente 2, 3, 5, 10, 20, 22, 24, o 25 veces
mas de lo que se une a un antigeno diferente tal como se mide con una técnica disponible en la técnica por ejemplo,
mediante ELISA de competicion o por medida de Kp con ensayo de BIACORE o KINEXA. En consecuencia, un
anticuerpo monoclonal de la presente invencion se une preferentemente a GDF-8 con respecto a GDF-11. De forma
analoga, un anticuerpo se puede unir preferentemente a un epitopo dentro de un antigeno sobre un epitopo
diferente dentro del mismo antigeno.

El término "epitopo” se refiere a esa porcion de la molécula capaz de ser reconocida por y que se une mediante un
anticuerpo a una o mas de las regiones de unién a antigeno del anticuerpo. Los epitopo son menudo consisten en
un agrupamiento de moléculas de superficie quimicamente activa tales como cadenas laterales de aminoacidos o
azucar y tienen caracteristicas de estructura tridimensional especificas asi como caracteristicas de carga
especificas. Por "epitopo de inhibicion" y/o "epitopo de neutralizacion" se hace referencia a un epitopo, que cuando
esta en el contexto de la molécula intacta (en este caso, la miostatina) y cuando se une mediante un anticuerpo
especifico para el epitopo, da como resultado la pérdida o la disminucién de una actividad biolégica de la molécula u
organismo que contiene la molécula, in vivo o in vitro.
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El término "epitopo", tal como se usa en el presente documento, se refiere adicionalmente a una porciéon de un
polipéptido que tiene actividad antigénica y/o inmunogénica en un animal, preferentemente un mamifero, por
ejemplo, un ratén o un ser humano. La expresion "epitopo antigénico", tal como se usa en el presente documento, se
define como una porcién de un polipéptido al que un anticuerpo se puede unir de forma especifica tal como se
determina con cualquier procedimiento bien conocido en la técnica, por ejemplo, mediante inmunoensayos
convencionales. No es necesario que los epitopos antigénicos sean inmunogénicos, pero pueden ser
inmunogénicos. Un "epitopo inmunogénico", tal como se usa en el presente documento, se define como una porcion
de un polipéptido que provoca una respuesta de anticuerpo en un animal, tal como se determina con cualquier
procedimiento conocido en la técnica. (Véase, por ejemplo, Geysen y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 3998-4002
(1983)).

Las expresiones "propiedad bioldgica" o "bioactividad", "actividad" o "actividad biolégica", por referencia a un
anticuerpo de la presente invencion, se usan indistintamente en el presente documento e incluyen, pero no se limitan
a, afinidad de epitopo/antigeno, capacidad para neutralizar o antagonizar una actividad de miostatina in vivo o in
vitro, Clso en un ensayo de indicador de miostatina/SBE u otro ensayo de actividad in vitro, la estabilidad in vivo del
anticuerpo y las propiedades inmunogénicas del anticuerpo. Otras propiedades bioldgicas identificables de un
anticuerpo incluyen, por ejemplo, reactividad cruzada, (es decir, con homdélogos no humanos del péptido diana, o
con otras proteinas o tejidos, por lo general), y capacidad para conservar niveles elevados de expresion de proteina
en células de mamifero. Las propiedades o caracteristicas que se han mencionado anteriormente se pueden
observar o medir o evaluar usando técnicas reconocidas en la técnica que incluyen, pero no se limitan a, ELISA,
ELISA competitivo, andlisis de resonancia de plasma superficial, ensayos de neutralizacion in vitro e in vivo sin
limite, uniodn al receptor, produccion y/o secrecion de citoquinas o factor de crecimiento, desarrollo del capuchdn del
animal Xenopus, transducciéon e inmunohistoquimica de sefiales con secciones de tejido de diferentes fuentes
incluyendo ser humano, primate o cualquier otra fuente que pueda ser necesaria.

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

El término "inhibir" o "neutralizar" tal como se usa en el presente documento con respecto a una actividad de un
anticuerpo de la invencion se refiere la capacidad de antagonizar, prohibir, prevenir, restringir, ralentizar, alterar,
eliminar, detener, reducir o invertir basicamente por ejemplo, la progresion o gravedad de lo que se esta inhibiendo
que incluye, pero no se limita a, una actividad o propiedad biolégica, una enfermedad o una afeccién. La inhibicion o
neutralizacion es preferentemente al menos aproximadamente un 10 %, un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50 %, un 60
%, un 70 %, un 80 %, un 90 %, un 95 % o mas elevada.

El término "aislado" cuando se usa con relacién a un acido nucleico o proteina (por ejemplo, un anticuerpo) se refiere
a una secuencia de acidos nucleicos o proteina que se identifica y se separa de al menos un contaminante con el
que se asocia habitualmente en su fuente natural. Preferentemente, un "anticuerpo aislado" es un anticuerpo que
esta basicamente libre de otros anticuerpos que tienen diferentes especificidades antigénicas (por ejemplo, las
composiciones farmacéuticas de la invencién comprenden un anticuerpo aislado que se une de forma especifica a la
miostatina y esta basicamente libre de anticuerpos que se unen de forma especifica a los antigenos distintos de la
miostatina).

Las expresiones "numeracion de Kabat" y "marcado de Kabat" se usan indistintamente en el presente documento.
Estas expresiones, que se reconocen en la técnica, se refieren a un sistema de numeracién de restos de
aminoacidos que son mas variables (es decir, hipervariables) que otros restos de aminoacidos en las regiones
variables de cadena pesada y ligera de un anticuerpo (Kabat, y col., Ann. NY Acad. Sci. 190: 382-93 (1971); Kabat, y
col., Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicion, Departamento de Salud y Servicios Humanos
de Estados Unidos, Publicacion del NIH N° 91-3242 (1991)).

Un polinucledtido se "une de forma operativa" cuando se coloca dentro de una relacién funcional con otro
polinucledétido. Por ejemplo, un promotor o potenciador se une de forma operativa a una secuencia de codificacion si
afecta a la transcripcion de la secuencia. Un péptido se "une de forma operativa" a otro péptido cuando los
polinucleétidos que los codifican se unen de forma operativa, preferentemente estan en el mismo marco de lectura
abierta.

Los términos "individuo", "sujeto" y "paciente”, se usan indistintamente en el presente documento, y hacen referencia
a un animal, preferentemente una especie de mamifero (incluyendo un no primate y un primate) o aviar, que
incluyen, pero no se limitan a, murinos, simios, seres humanos, animales de granja mamiferos (por ejemplo, bovino,
porcino, ovino), animales para deportes mamiferos (por ejemplo, equino), y mascotas mamiferas (por ejemplo,
canina y felina); preferentemente los términos se refieren a seres humanos. Los términos también se refieren a
especies aviares, que incluyen, pero no se limitan a, pollos y pavos. En una determinada realizacion, el sujeto,
preferentemente un mamifero, preferentemente un ser humano, se caracteriza adicionalmente por una enfermedad o
trastorno o afeccidon que se beneficiaria de una disminucion del nivel o disminuciéon de la bioactividad de la
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miostatina. En otra realizacion el sujeto, preferentemente un mamifero, preferentemente un ser humano, se
caracteriza adicionalmente por que esta en riesgo de desarrollar un trastorno, enfermedad o afecciéon que se
beneficiaria de una disminucién del nivel de miostatina o una disminucién de la bioactividad de la miostatina.

El término "vector" incluye una molécula de acido nucleico capaz de transportar otro acido nucleico al que se ha
unido que incluye, pero no se limita a, plasmidos y vectores virales. Determinados vectores son capaces de
replicacién auténoma en una célula huésped en la que éstos se introducen mientras que otros vectores se pueden
integrar en el genoma de una célula huésped después de la introduccion en la célula pues que, y de este modo, se
replican junto con el genoma huésped. Ademas, determinados vectores son capaces de dirigir la expresion de los
genes a los que se unen de forma operativa. Tales vectores se denominan en el presente documento "vectores de
expresion recombinante” (o simplemente "vectores de expresion") y los vectores a modo de ejemplo se conocen bien
en la técnica.

Tal como se usa en el presente documento, las expresiones "célula", "célula huésped", "linea celular", y "cultivo
celular" se usan indistintamente e incluyen una célula individual o cultivo celular que es un receptor de cualquier
polinucleétido aislado de la invencién o cualquier vector o vectores recombinantes que comprenden una secuencia
que codifica una HCVR, LCVR o anticuerpo monoclonal de la invencion. Las células huésped incluyen la progenie de
una sola célula huésped, y puede que no sea necesario que la progenie sea completamente idéntica (en morfologia
o en el complemento de ADN total) a la célula precursora original debido a mutacién y/o cambio natural, accidental, o
deliberado. Una célula huésped incluye células transformadas, transducidas o infectadas in vivo o in vitro con uno o
mas vectores su recombinante es o un polinucleétido que expresa un anticuerpo monoclonal de la invenciéon o una
cadena ligera o cadena pesada del mismo. Una célula huésped que comprende un vector recombinante de la
invencion (incorporado de forma estable en el cromosoma huésped o no) también se puede denominar una "célula
huésped a recombinante”. Las células huésped preferentes para uso en la invencién son células CHO (por ejemplo,
CRL-9096 de la ATCC), células NSO, células SP2/0 y células COS (de la ATCC por ejemplo, CRL-1650, CRL-1651),
HelLa (CCL-2 de la ATCC). Las células huésped adicionales para uso en la invencion incluyen células vegetales,
células de levadura, otras células de mamifero y células procariotas.

Caracterizacion de Anticuerpos

La presente invencion se refiere a anticuerpos monoclonales, aislados que se unen especificamente a la miostatina
con afinidad elevada. Los anticuerpos de la invencion son anticuerpos humanizados o porciones de unién a antigeno
de los mismos y se unen preferentemente a la miostatina dentro de la regién de la forma madura de miostatina que
abarca los aminoacidos 40-64 o mas preferentemente dentro de la region de la forma madura de miostatina que
abarca los aminoacidos 43-57 y/o 45-59. Ademas, los anticuerpos de la invencion neutralizan una actividad biolégica
de la miostatina in vivo o in vitro. La unién especifica de anticuerpos monoclonales anti-miostatina de la invencién a
la miostatina permite que los anticuerpos de la invencién se usen como agentes terapéuticos o profilacticos para
afecciones, enfermedades o trastornos asociados con la miostatina, es decir, afecciones, enfermedades o trastornos
que se benefician de la reduccion de los niveles de miostatina o que antagonizan o inhiben una actividad biolégica
de la miostatina. Ademas, los anticuerpos de la invencion se pueden usar para diagnosticar o controlar afecciones,
enfermedades o trastornos que se benefician de un nivel alterado o bioactividad de miostatina o para determinar el
nivel de miostatina en una muestra.

En una realizacion preferente, la invencién proporciona un anticuerpo monoclonal anti-miostatina que se une a la
miostatina o una porciéon de la misma con una afinidad de unién (Kp) para la miostatina inferior o igual a
aproximadamente 1 x 10° M, preferentemente inferior a aproximadamente 9 x 10" M08,7x10"Mo8x10" M.
Preferentemente los anticuerpos de la invencion se caracterizan por una Kp para la miostatina no superior a
aproximadamente 1 x 10°Mo9x10"M y lo mas preferentemente por una Kp para la miostatina no superior a
aproximadamente 8,7 x 10" M 0 8 x 10" M. Las afinidades de los anticuerpos se pueden determinar tal como se
describe en los ejemplos a continuacion en el presente documento o mediante el uso de cualquier procedimiento
adecuado disponible en la técnica.

En otra realizacion preferente, la invencidén proporciona un anticuerpo monoclonal anti-miostatina que tiene una Clsp
inferior o igual a aproximadamente 25 nM, 20 nM, 16 nM, 14 nM, 10 nM, 9 nM, 6 nM, 5,2 nM o inferior en un ensayo
de indicador de miostatina/SBE in vitro tal como se describe en los ejemplos a continuacién en el presente
documento. tales anticuerpos se pueden caracterizar adicionalmente por una Kp para la miostatina no superior a
aproximadamente 1 x 10°Mo9x10"M y lo mas preferentemente por una Kp para la miostatina no superior a
aproximadamente 8,7 x 10" Mo 8x 10" M. Tales anticuerpos se pueden caracterizar adicionalmente por la unién
de forma preferente a la miostatina cuando se comparan con su capacidad para unirse a GDF-11 usando cualquier
procedimiento disponible en la técnica, por ejemplo, ensayo de ELISA o ensayo de ELISA competitivo o un valor de
Kb medido por ejemplo, con un ensayo de BIACORE o KINEXA.

En una realizacién, un anticuerpo monoclonal de la invencién tiene una reactividad cruzada inferior a
aproximadamente un 35, 33, 30, 28, 25, 23, o un 20 % (mas preferentemente, inferior a aproximadamente 19, 18,
17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7 o 6, incluso mas preferentemente, una reactividad cruzada inferior a
aproximadamente un 5 o un 4 por ciento) con una proteina que no es miostatina (tal como, por ejemplo, GDF-11) o
con un péptido que no es miostatina que consiste en al menos 15, 14, 13, 12, 11, 10 0 9 aminoacidos contiguos, tal
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como se mide con una técnica convencional en la técnica tal como un ensayo de ELISA, un ensayo de ELISA
competitivo o valores de Kp tal como se miren, por ejemplo, con un ensayo de BIACORE o KINEXA.
Preferentemente un anticuerpo de la invencién se une a la miostatina con un indice superior a 2, 3, 5, 10, 20, 22, 24
0 25 veces mayor que cuando se une con GDF-11, tal como se determina por ejemplo, mediante ensayo de ELISA
de competicion o BIACORE o KINEXA. Mas preferentemente, los anticuerpos de la invencién no se unen a GDF-11
a niveles mayores que los niveles de fondo cuando se usa cualquier ensayo de union disponible para un experto
habitual en la materia. Un anticuerpo monoclonal de la invencién se une a una forma monomérica o dimérica de la
miostatina o una porcién de la misma que comprende aminoacidos que abarcan los restos 40-64, 43-57 y/o 45-59 o
miostatina madura.

Preferentemente los polipéptidos de miostatina y GDF-11 sometidos a ensayo para la union preferente de un
anticuerpo de la invenciéon son ambos formas homodiméricas de la proteina madura, preferentemente de origen
mamifero o aviar, incluso mas preferentemente de origen humano. Sin embargo, los polipéptidos de miostatina y
GDF-11 sometidos a ensayo para la unién preferente de un anticuerpo de la invencién pueden ser la forma
monomérica de la proteina madura o forma de proproteina o un polipéptido que comprende una porcién de la
proteina madura que abarca los aminoacidos 40-64, 43-57 y/o 45-59 de la forma madura de la proteina.

Los anticuerpos monoclonales anti-miostatina de la invenciéon se unen a un epitopo antigénico que se localizaba
dentro de los aminoacidos 40-64 (SEC ID N°: 53 para ser humano) de la miostatina madura preferentemente dentro
de los aminoacidos 43-57 y/o 45-59 de la miostatina madura. Ademas, un epitopo inmunogénico de miostatina de la
invencion se localiza dentro de los aminoacidos 40-64 de la miostatina madura (SEC ID N°: 53 para ser humano),
preferentemente dentro de los aminoacidos 43-57 y/o 45-59 de la miostatina madura de cualquier especie de
mamifero o aviar. También se contempla que un epitopo inmunogénico de la invencién es un epitopo antigénico. El
epitopo antigénico puede poseer restos adicionales de miostatina fuera de los aminoacidos 40-64 de la miostatina
madura, pero los anticuerpos monoclonales de la invencidon no necesitan estos restos adicionales para unirse de
forma especificada miostatina. Ademas, los restos de miostatina fuera de los aminoacidos 40-64 pueden afectar a la
estructura conformacional del dominio antigénica y alterar de ese modo la unién de un anticuerpo de la invencién al
epitopo antigénico. Preferentemente los anticuerpos monoclonales de la invencion no reaccionan de forma
significativa (es decir, unién) con GDF-11 en comparacion con el nivel con el que se unen a GDF-8. Mas
preferentemente, los anticuerpos monoclonales de la invencion se unen a la miostatina al menos 2, 3, 5, 10, 20, 22,
24 o 25 veces mas (por ejemplo, afinidad mayor o especificidad mayor) que con la que se unen a GDF-11 tal como
se determina por ejemplo, mediante ensayo de ELISA, ensayo de ELISA de competicion o valores de Kp en un
ensayo de BIACORE o KINEXA.

Un péptido que consiste en aminoacidos 40-64 (inclusive), 43-57 o 45-59 de la miostatina madura o cualquier
péptido que consiste en un epitopo inmunogénico tal como se describe en el presente documento se puede usar
como un péptido inmunogénico, preferentemente conjugado a una proteina vehiculo por ejemplo, KLH, para generar
anticuerpos monoclonales de la invencién usando procedimientos disponibles para un experto en la materia. Se
contempla que los restos de cisteina dentro de estos péptidos se pueden cambiar por restos de serina y aun
funcionan como un epitopo inmunogénico. El péptido inmunogénico se puede usar para inmunizar un animal no
humano, preferentemente un mamifero, mas preferentemente un ratén. Para un anticuerpo totalmente humano, el
péptido inmunogénico se puede usar para inmunizar una cepa transgénica de raton en la que la expresion genética
de anticuerpo de ratén se suprime y se reemplaza de forma eficaz con expresion genética de anticuerpo humano. A
continuacion, los anticuerpos de anti-miostatina se aislan a partir del animal inmunizado y se identifican
sistematicamente con procedimientos bien conocidos en la técnica para aislar esos anticuerpos que se unen de
forma especifica dentro del dominio que abarca los aminoacidos 40-64 de la miostatina madura, preferentemente
dentro del dominio que abarca los aminoacidos 43-57 y/o 45-59 preferentemente identificado sistematicamente para
una afinidad de unién inferior a aproximadamente 3 x 108 M, 1 x 108 Mo 1 x10° M, preferentemente inferior a
aproximadamente 9 x 1070 M, 8,7 x 10" Mo8x10" M y/o identificado sistematicamente para una Clsg inferior o
igual a aproximadamente 25 nM, 20 nM, 16 nM, 14 nM, 10 nM, 9 nM, 6 nM, 5,2 nM o inferior en un ensayo de
miostatina/SBE in vitro (véase el ensayo que se describe en el Ejemplo 6 en el presente documento).

Los anticuerpos monoclonales se pueden preparar usando el procedimiento de hibridoma conocido ampliamente en
la técnica (véase por ejemplo, Kohler y col., Nature, 256: 495, 1975) o se pueden preparar mediante procedimientos
de ADN recombinante (por ejemplo, tal como en la Patente de Estados Unidos N° 4.816.567) u otros procedimientos
disponibles en la técnica. Generalmente, un hibridoma se puede producir por fusiéon de una linea celular inmortal
adecuada (por ejemplo, una linea celular de mieloma tal como SP2/0) con células que producen anticuerpos del
animal inmunizado. La célula que produce anticuerpos, preferentemente las del bazo o nédulos linfaticos, se
obtienen a partir de animales inmunizados en el antigeno de interés. Las células fusionadas (hibridomas) se pueden
aislar usando condiciones selectivas de cultivo, y clonar mediante dilucion limitante. El medio de cultivo en el que las
células de hibridoma crecen se somete a ensayo para la produccion de anticuerpos monoclonales dirigidos frente al
antigeno. Preferentemente, la especificidad de union de los mabs producidos mediante células de hibridoma se
determina por inmunoprecipitacion o mediante un ensayo de unién in vitro, tal como radicinmunoensayo (RIA) o
ELISA. Las células que producen anticuerpos con las propiedades de uniéon deseadas se pueden seleccionar
mediante un ensayo adecuado de identificacion sistematica. Los procedimientos para tal aislamiento e identificacion
sistematica se conocen bien en la técnica.
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Se pueden usar otros procedimientos adecuados para producir o alisar anticuerpos que se unen dentro del dominio
que abarca los aminoacidos 40-64, 43-57 y/o 45-59 de la miostatina madura, incluyendo anticuerpos humanos o
artificiales, que incluyen, por ejemplo, procedimientos que seleccionan un anticuerpo recombinante (por ejemplo, Fv
o Fab de una sola cadena) a partir de una biblioteca, o que dependen de la inmunizacién de animales transgénicos
(por ejemplo, ratones) capaces de producir un repertorio de anticuerpos humanos (véase por ejemplo, Jakobovits y
col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 2551-2555, 1993; Jakobovits y col., Nature, 362: 255-258, 1993; Lonberg y col.,
Patente de Estados Unidos Numero 5.545.806; Surani y col., Patente de Estados Unidos Numero 5.545.807).

En el término "anticuerpo" también se incluyen anticuerpos de una sola cadena, y anticuerpos quiméricos,
humanizados o primatizados (injertados con CDR), asi como anticuerpos de una sola cadena quiméricos o injertados
con CDR, y similares, que comprenden porciones derivadas de diferentes especies. Las diversas porciones de estos
anticuerpos se pueden unir en conjunto quimicamente mediante técnicas convencionales, por via sintética, o se
pueden preparar como una proteina contigua usando técnicas de ingenieria genética. Por ejemplo, se pueden
expresar acidos nucleicos que codifican una cadena quimérica o humanizada para que produzcan una proteina
contigua. Véase por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 4.816.567; Patente Europea N° 0.125.023 Bf1;
Patente de Estados Unidos N° 4.816.397; Patente Europea N° 0.120.694 B1; documento de patente WO 86/01533;
Patente Europea N° 0.194.276 B1; Patente de Estados Unidos N° 5.225.539; Patente Europea N° 0.239.400 B1 y
Patentes de Estados Unidos N° 5.585.089 y N° 5.698.762. Véase también, Newman, R. y col. BioTechnology, 10:
1455-1460, 1993, con respecto a anticuerpos primatizados, y Ladner y col., Patente de Estados Unidos N° 4.946.778
y Bird, R.E. y col., Science, 242: 423-426, 1988, con respecto anticuerpos de una sola cadena.

Ademas, también se pueden producir porciones funcionales de anticuerpos, que incluyen porciones de union a
antigeno de anticuerpos quiméricos, humanizados, humanos o de cadena individual. Las porciones funcionales de
los anticuerpos mencionados anteriormente mantienen al menos una funcién de unién a antigeno y/o funciéon o
bioactividad bioldgica del anticuerpo de longitud completa a partir de los que provienen. Las porciones funcionales
preferentes mantienen una funcién de unioén a antigeno de un anticuerpo de longitud completa correspondiente (por
ejemplo, la capacidad para unirse a una forma madura de mamifero de miostatina). Las porciones o fragmentos
funcionales particularmente preferentes mantienen la capacidad de inhibir una o mas funciones o bioactividades
caracteristicas de una miostatina madura de mamifero, tal como una actividad de unién, una actividad de
sefializacion, y/o estimulacion de una respuesta celular. Por ejemplo, en una realizacion, una porcién o fragmento
funcional puede inhibir la interaccion de la miostatina madura con uno o mas de sus ligados y/o puede inhibir una o
mas funciones mediadas por receptores.

Las porciones de anticuerpos o fragmentos capaces de unirse a miostatina madura o una porcion de la misma
(preferentemente dentro de los aminoacidos 40-64, 43-57 y/o 45-59 de la miostatina madura), incluyen, pero no se
limitan a, fragmentos de Fv, Fab, Fab’ y F(ab’). y se incluyen en la invencion. Tales fragmentos se pueden producir
por escision enzimatica o mediante técnicas recombinante es. Por ejemplo, la escisiéon con papaina o pepsina puede
generar fragmentos de Fab o F(ab’),, respectivamente. El fragmento de unién a antigeno mas pequerio es el Fv, que
consiste en dos dominios de la HCVR y de la LCVR. El fragmento de Fab consiste en los dominios de HCVR-CH1 y
LCVR-CL unidos de forma covalente con un enlace disulfuro entre las presiones constantes. Para superar la
tendencia de los dominios de HCVR y LCVR unidos de forma no covalente en el Fv a disociarse cuando se co-
expresan en una célula huésped, se puede construir un denominado fragmento de Fv (scFv) de una sola cadena
(sc), en el que un polipéptido flexible y adecuadamente largo une el extremo de C de la HCVR al extremo de N de la
LCVR o el extremo de C de la LCVR al extremo de N de la HCVR. El conector usado mas habitualmente ha sido un
resto de 15 péptidos (GlysSer)s, pero también se conocen otros conectores en la técnica. También se pueden
producir anticuerpos en una diversidad de formas truncadas usando genes de anticuerpos en los que se ha
introducido uno o mas codones de parada secuencia arriba del sitio de parada natural. Por ejemplo, se puede
disefiar un gen quimérico y codifica una porcioén de cadena pesada de F(ab’), para que incluya secuencias de ADN
que codifican el dominio CH; y la regién bisagra de la cadena pesada.

Se ha demostrado que la seleccidon de fragmentos de anticuerpos a partir de bibliotecas que usan tecnologias de
enriquecimiento tales como presentacion de fagos (Matthews DJ y Wells JA. Science. 260: 1113-7, 1993),
presentacion de ribosomas (Hanes, y col., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 95: 14130-5, 1998), presentacion de
bacterias (Samuelson P., y col., Journal of Biotechnology. 96: 129-54, 2002) o presentacion de levaduras (Kieke MC,
y col., Protein Engineering, 10: 1303-10, 1997) son alternativas satisfactorias la tecnologia clasica de hibridoma
(revisiones recientes: Little M. y col., Immunology Today, 21: 364-70, 2000).

Variantes de Anticuerpos

Un anticuerpo monoclonal murino o un anticuerpo humano (producidos por ejemplo, en un ratén transgénico)
generados frente a un epitopo inmunogénico (aminoacidos 40-64, 43-57 o 45-59 de la miostatina madura) de la
invencion o frente a una proteina que comprende un epitopo inmunogénico de la invencién es un anticuerpo
precursor. Un anticuerpo precursor murino se puede alterar adicionalmente para crear una forma quimérica o
humanizada del anticuerpo usando procedimientos bien conocidos en la técnica. Tales anticuerpos quiméricos o
humanizados, pueden servir como anticuerpos precursores para variacion o mutagénesis adicional. Los anticuerpos
precursores de la invencion se pueden mutagenizar adicionalmente por ejemplo, dentro del dominio o dominios de
CDR (véase, por ejemplo, la Fig. 9) para crear una variante de anticuerpo con una propiedad de interés optimizada,
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por ejemplo, afinidad de union, Clso, especificidad, etc. Una variante de anticuerpo de sustituciéon de aminoacidos es
preferente y tiene al menos un resto de aminoacidos de la molécula de anticuerpo precursor retirado y un resto
diferente insertado en su lugar. Los sitios de mayor interés para la mutagénesis de sustitucion incluyen las regiones
de CDR, pero también se contemplan alteraciones del FR. Son preferentes las sustituciones conservativas de
aminoacidos. Si tales sustituciones dan como resultado un cambio en la actividad bioldgica del anticuerpo, entonces
se pueden introducir mas cambios basicos, es decir, cambios no conservativos de aminoacidos, y los productos se
pueden identificar sistematicamente.

Una forma conveniente para generar variantes de sustitucion es la maduracion de afinidad usando presentacion de
fagos. En resumen, varios sitios de la region CDR se mutan para generar todas las sustituciones de aminoacidos
posibles en cada sitio. Las variantes de anticuerpos generadas de este modo se presentan de una forma
monovalente a partir de particulas de fago filamentoso como fusiones al producto del gen Ill de M13 empaquetado
dentro de cada particula. Las variantes de presentacion de fagos se identifican sistematicamente a continuacién para
su actividad bioldgica (por ejemplo, afinidad de unién, especificidad, Clsg) tal como se desvela en el presente
documento. Para identificar los sitios candidatos de la regién CDR para modificacién, se pueden preparar mutagenos
de exploracion de alanina para identificar restos de la region CDR que contribuyen de forma significativa a la union a
antigenos. Como alternativa, o ademas, puede ser beneficioso analizar una estructura cristalina del complejo
antigeno-anticuerpo para identificar puntos de contacto entre el anticuerpo y la miostatina. Tales restos de contacto y
restos vecinales son candidatos para la sustitucion de acuerdo con las técnicas elaboradas en el presente
documento o que se conocen en la técnica. Como alternativa, o ademas, se puede realizar mutagénesis aleatoria en
una o mas secuencias de CDR en una o mas posiciones del resto, cualquiera mientras que la CDR se une de forma
operativa a la region variable o mientras que la CDR es independiente de otra secuencia de region variable y a
continuacion la CDR alterada vuelve a una regién variable usando tecnologia del ADN recombinante. Una vez que
se generan y se expresan tales variantes de anticuerpos, el panel de variantes se somete a identificacion sistematica
tal como se describe en el presente documento y se pueden seleccionar anticuerpos con propiedades superiores en
uno o mas ensayos relevantes para desarrollo adicional.

Se puede sustituir cualquier resto de cisteina no implicado en el mantenimiento de la conformacién apropiada de un
anticuerpo anti-miostatina de la invencién, generalmente con serina, para mejorar la estabilidad oxidativa de la
molécula y prevenir la reticulacion anémala. Por el contrario, se pueden afiadir enlace o enlaces de cisteina al
anticuerpo para mejorar su estabilidad (particularmente cuando el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo tal como
un fragmento de Fv).

Otro tipo de variante de aminoacido del anticuerpo altera el patrén de glicosilacion original del anticuerpo. Por
alteracion se hace referencia a la supresion de uno o mas restos de hidratos de carbono encontrados en el
anticuerpo, y/o adicién de uno o mas sitios de glicosilacion que no estan presentes en el anticuerpo precursor.

La glicosilacion de anticuerpos por lo general es unida a N o unida a O. Unida a N se refiere a la unién del resto de
hidratos de carbono a la cadena lateral de un resto de asparaginas. Las secuencias de tripéptidos asparaginas-X-
serina y asparaginas-X-treonina, en las que X es cualquier aminoacido excepto prolina, son las secuencias de
reconocimiento para la unién enzimatica del resto de hidratos de carbono a la cadena lateral de asparaginas. Por lo
tanto, la presencia de cualquiera de estas secuencias de tripéptidos en un polipéptido crea un sitio potencial de
glicosilacion. Glicosilacion unida a O se refiere a la unién de uno de los aztcares N-acetilgalactosamina, galactosa, o
xilosa a un hidroxiaminoacido, lo mas habitualmente serina o treonina, aunque también se pueden usar 5-
hidroxiprolina o 5-hidroxilisina.

La adicion de sitios de glicosilacion al anticuerpo se consigue de forma conveniente por alteracion de la secuencia
de aminoacidos de modo que contenga una o mas de las secuencias de tripéptidos que se han mencionado
anteriormente (para sitios de glicosilacion unidos a N). La alteracion también se puede realizar mediante la adicion
de, o sustitucidon con, uno o mas restos de serina o treonina a la secuencia del anticuerpo original (para sitios de
glicosilacion unidos a O).

Secuencia

Un anticuerpo que comprende un polipéptido de la LCVR con una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 5
comprende adicionalmente un polipéptido de la HCVR con una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 15. Un
anticuerpo que comprende un polipéptido de la LCVR con una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 10
comprende adicionalmente un polipéptido de la HCVR con una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 26.

La estructura para llevar una CDR de la invencidon por lo general sera una secuencia de cadena pesada o ligera del
anticuerpo o una porcion basica de la misma, en la que la CDR se localiza en una posicién correspondiente a la
CDR de la HCVR y LCVR de origen natural (Kabat y col., Sequences of Proteins of Immunological Interest, US Dept
of HHS, 1991). Preferentemente, las tres regiones hipervariables (CDR) para cada cadena, ligera y pesada, se
proporcionan en una regién de marco conservado humano, por ejemplo, como una secuencia contigua representada
con la siguiente formula: FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4. La cadena pesada o la cadena ligera FR1, FR2,
FR3 y FR4 se combinan para formar el marco conservado completo cuando se colocan como una secuencia
contigua con las CDR en el orden indicado.
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Ademas ademas de las secuencias de CDR, la LCVR y la HCVR comprenden adicionalmente secuencia de marco
conservado. En un anticuerpo humanizado para uso terapéutico en seres humanos, la secuencia de marco
conservado es preferentemente total o basicamente de origen humano (es decir, al menos de un 85 %, un 87 %, un
90 %, un 92 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 % o un 99 % de origen humano). Preferentemente la region de
marco conservado de cadena ligera de un anticuerpo humanizado, humano o quimérico de la invencion es O2 tal
como se muestra en la Fig. 7, formada por FR1 con la SEC ID N°: 65, FR2 con la SEC ID N°: 66, FR3 con la SEC ID
N°: 67 y FR4 con la SEC ID N°: 68. Preferentemente la regiéon de marco conservado de cadena pesada de un
anticuerpo humanizado, humano o quimérico de la invencion es VH2-70 o VH4-39 tal como se muestra en las Figs. 5
y 6 respectivamente. El marco conservado de VH2-70 esta formado por FR1 con la SEC ID N°: 69, FR2 con la SEC
ID N°: 70, FR3 con la SEC ID N°: 71, y FR4 con la SEC ID N°: 72. VH4-39 esta formado por FR1 con la SEC ID N°:
73, FR2 con la SEC ID N°: 74, FR3 con la SEC ID N°: 75 y FR4 con la SEC ID N°: 76. En un anticuerpo para uso en
un animal no humano, la secuencia de la regién de marco conservado se puede originar basicamente a partir del
genoma humano (preferentemente usada en un animal no humano cuando es un embrién o recién nacido) o a partir
del genoma del animal en el que se va a usar de forma terapéutica.

En una realizacion, un anticuerpo anti-miostatina de la invencion en el que toda o una porcién de la region variable
se limita mediante una secuencia en particular tal como se muestra mediante una SEC ID N° en el presente
documento se caracteriza adicionalmente por que es un anticuerpo quimérico, humanizado, o totalmente humano o
porcién de union a antigeno del mismo que antagoniza o neutraliza al menos una actividad de miostatina in vivo o in
vitro. Un anticuerpo anti-miostatina de la invencion en el que toda o una porcion de la region variable se limita
mediante una secuencia en particular tal como se muestra mediante una SEC ID N° en el presente documento
preferentemente se caracteriza adicionalmente por la unién preferentemente a GDF-8 con respecto a GDF-11. Mas
preferentemente tales anticuerpos se unen a la miostatina con una frecuencia de al menos aproximadamente 2, 3, 5,
10, 20, 22, 24, o 25 veces superior que la de la unién de GDF-11. Mas preferentemente tales anticuerpos, cuando se
expresan como Fabs, no se unen a GDF-11 por encima de niveles de fondo.

Un anticuerpo anti-miostatina de la invencion en el que toda o una porcién de la regioén variable se limita mediante
una secuencia en particular tal como se muestra mediante una SEC ID N° en el presente documento se caracteriza
preferentemente adicionalmente por (i) unién a un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos tal como
se muestra en la SEC ID N° 53, preferentemente un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos tal
como se muestra en la SEC ID N°: 62; y/o (ii) que tiene una Clsg inferior o igual a aproximadamente 25 nM, 20 nM,
16 nM, 10 nM, 9 nM, 6 nM, 5,7 nM en un ensayo de indicador de mlostatlna/SBE in vitro y/o (iii) que tiene una
afinidad de unién (Kp) hacia la mlostatlna |nfer|or a aproxmadamente 1x10% M o 1 x 10° M, preferentemente
inferior a aproximadamente 9 x 10" Mo08,7x10° M 08x10™" M como alternativa se caracteriza por una Kp para
miostatina no superior a aProxmadamente 1x10° Mo 9 x 10" M; mas preferentemente una Kp no superior a
aproximadamente 8,7 x 10"~ My lo mas preferentemente una Kp no superior a aproximadamente 8 x 10° M.

Expresién de Anticuerpos

La presente invencion también se refiere a lineas celulares que expresan un anticuerpo monoclonal anti-miostatina
de la invencién o porcién del mismo. La creacion y el aislamiento de lineas celulares que producen un anticuerpo
monoclonal de la invencion se puede realizar usando técnicas convencionales conocidas en la técnica. Las lineas
celulares preferentes incluyen COS, CHO, SP2/0, NSO y levadura (disponibles en depdsitos publicos tales como la
ATCC, Coleccion Americana de Cultivos Tipo, Manassas, VA).

Se puede usar una amplia diversidad de sistemas de expresion de huésped para expresar un anticuerpo de la
presente invencion que incluye sistemas de expresion procariota (bacteriano) y eucariota (tales como levadura,
baculovirus, vegetal, mamifero y otras células animales, animales transgénicos, y células de hibridoma), asi como
sistemas de expresion de presentacion de fagos. Un ejemplo de un vector de expresiéon bacteriano adecuado es
pUC119 y un vector de expresion eucariota adecuado es un vector pcADN3.1 con un sistema de seleccion de DHFR
debilitado. En la técnica también se conocen otros sistemas de expresion de anticuerpos y se contemplan en el
presente documento.

Un anticuerpo de la invencion se puede preparar mediante expresion recombinante de genes de cadena ligera y
pesada de inmunoglobulina en una célula huésped. Para expresar un anticuerpo de forma recombinante, una célula
huésped se transforma, transduce, infecta o similar con uno o mas vectores de expresion recombinante que portan
fragmentos de ADN que codifican las cadenas ligera y/o pesada de inmunoglobulina del anticuerpo de modo que las
cadenas ligera y/o pesada se expresan en la célula huésped. La cadena pesada y la cadena ligera se pueden
expresar independientemente a partir de promotores diferentes a los que se unen de forma operativa en un vector o,
como alternativa, la cadena pesada y la cadena ligera se pueden expresar independientemente a partir de diferentes
promotores a los que se unen de forma operativa en dos vectores — uno que expresa la cadena pesada y uno que
expresa la cadena ligera. Opcionalmente la cadena pesada y la cadena ligera se pueden expresar en diferentes
células huésped. Preferentemente, los anticuerpos recombinante se secretan en el medio en el que se cultivan las
células huésped, a partir del que los anticuerpos se pueden recuperar o purificar. Se usan metodologias
convencionales de ADN recombinante para obtener genes de cadena pesada y ligera de anticuerpo, incorporar
estos genes en vectores de expresion recombinante, e introducir los vectores en células huésped. Tales tecnologias
convencionales de ADN recombinante se describen, por ejemplo, en Sambrook, Fritsch, y Maniatis (Eds.), Molecular
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Cloning; A Laboratory Manual, Segunda Edicion, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989; Ausubel, y col (Eds.) Current
Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates, 1989.

Un ADN aislado que codifica una region de HCVR se puede convertir en un gen de cadena pesada de longitud
completa mediante unién de forma operativa del ADN que codifica la HCVR a otra molécula de ADN que codifican
regiones constantes de cadena pesada (CH1, CH2, y CH3). Las secuencias de genes humanos de region constante
de cadena pesada se conocen en la técnica. Véase, por ejemplo, Kabat, y col, Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Quinta Edicién, Departamento de Salud y Servicios Humanos de Estados Unidos,
Publicacion del NIH N° 91-3242 (1991). Se pueden obtener fragmentos de ADN que incluyen estas regiones por
ejemplo, mediante amplificacién de PCR convencional. La region constante de cadena pesada puede ser cualquier
tipo, (por ejemplo, IgG, IgA, IgE, IgM o IgD), clase (por ejemplo, IgG1, 1gG2, 1gGs e 1gG4) o subclase de region
constante y cualquier variante alotipica de la misma tal como se describe en Kabat (mencionado anteriormente).
Como alternativa, la porcion de unién a antigeno puede ser un fragmento de Fab, fragmento de Fab’, fragmento de
F(ab’)2, Fd, o un fragmento de Fv de una sola cadena (scFv). Para un fragmento de Fab de cadena pesada, el ADN
que codifica la HCVR se puede unir de forma operativa a otra molécula de ADN que codifican solamente una regién
constante CH1 de cadena pesada.

Un ADN aislado que codifica una region de LCVR se puede convertir en un gen de cadena ligera de longitud total
(asi como en un gen de cadena ligera de Fab) mediante unién de forma operativa del ADN que codifica la LCVR a
otra molécula de ADN que codifican una regiéon constante de cadena ligera, CL. Las secuencias de genes humanos
de region constante de cadena ligera se conocen en la técnica. Véase, por ejemplo, Kabat, mencionado
anteriormente. Se pueden obtener fragmentos de ADN que incluyen estas regiones mediante amplificacion de PCR
convencional. La region constante de cadena ligera puede ser una region constante kappa o lambda.

Para crear un gen de scFv, los fragmentos de ADN que codifican HCVR y LCVR —se unen de forma operativa a otro
fragmento que codifica un conector flexible, por ejemplo, que codifican la secuencia de aminoacidos (Glys-Ser)s, de
modo que las secuencias de HCVR y LCVR se pueden expresar como una proteina contigua de una sola cadena,
con las regiones de LCVR y HCVR unidas al conector flexible. Véase, por ejemplo, Bird, y col., Science 242: 423-6,
1988; Huston, y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879-83, 1988; McCafferty, y col., Nature 348: 552-4, 1990.

Para expresar un anticuerpo de la invencion, se inserta un ADN que codifica una cadena ligera y/o pesada de
longitud parcial o completa, obtenido tal como se ha descrito anteriormente, en un vector de expresion de modo que
el gen se une de forma operativa a secuencias de control de la transcripcion y de la traduccion. El vector de
expresion y las secuencias de control de la expresion se eligen para que sean compatibles con la célula huésped de
expresion usada. El gen de cadena ligera de anticuerpo y el gen de cadena pesada de anticuerpo se pueden insertar
en vectores separados o, mas habitualmente, ambos genes se insertan en el mismo vector de expresion. Los genes
del anticuerpo se insertan en el vector de expresion mediante procedimientos convencionales. Ademas, el vector de
expresion recombinante puede codificar un péptido de sefial que facilita la secrecion de la cadena ligera y/o pesada
del anticuerpo monoclonal anti-miostatina a partir de una célula huésped. El gen de cadena ligera y/o pesada del
anticuerpo monoclonal anti-miostatina se puede clonar en el vector de modo que el péptido de sefal se une de forma
operativa en marco con el extremo camino del gen de la cadena del anticuerpo. El péptido de sefial puede ser un
péptido de sefial de inmunoglobulina o un péptido de sefial heterdlogo.

Ademas del gen o genes de cadena pesada y/o ligera del anticuerpo, un vector de expresion recombinante de la
invencion lleva secuencias reguladoras que controlan la expresion del gen o genes de la cadena del anticuerpo en
una célula huésped. La expresion "secuencia reguladora" pretende incluir promotores, potenciadores y otros
elementos de control de la expresion (por ejemplo, sefiales de poliadenilacion), cuando sea necesario, que controlan
la transcripcion o la traduccion del gen o genes de cadena del anticuerpo. El disefio del vector de expresion,
incluyendo la seleccion de secuencias reguladoras puede depender de factores tales como la eleccién de la célula
huésped a transformar, el nivel de expresion de la proteina deseada. Las secuencias reguladoras preferentes para la
expresion de célula huésped de mamifero incluyen elementos virales que dirigen niveles elevados de expresion de
proteina en células de mamifero, tales como promotores y/o potenciales derivados de citomegalovirus (CMV), Virus
de Simio 40 (SV40), adenovirus, (por ejemplo, el promotor tardio principal de adenovirus (AAMLP)) y virus de
polioma.

Ademas de los genes de cadena pesada y/o ligera del anticuerpo y secuencias reguladoras, los vectores de
expresion recombinante de la invencion pueden llevar secuencias adicionales, tales como secuencias que regulan la
replicacion del vector en células huésped (por ejemplo, origenes de replicacion) y uno o mas genes marcadores que
se pueden seleccionar. El gen marcador que se puede seleccionar facilita la seleccion de células huésped en las que
se ha introducido el vector. Por ejemplo, por lo general, el gen marcador que se puede seleccionar confiere
resistencia a farmacos, tales como G418, higromicina, o metotrexato, en una célula huésped en la que se ha
introducido el vector. Los genes marcadores que se pueden seleccionar preferentes incluyen el gen de la
dihidrofolato reductasa (DHFR) (para uso en células huésped sin DHFR con seleccion/amplificacion de metotrexato),
el gen neo (para seleccion de G418), y glutamina sintetasa (GS) en una linea celular negativa para GS (tal como
NSO0) para seleccion/amplificacion.
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Para la expresion de las cadenas ligera y/o pesada, el vector o vectores de expresion que codifican las cadenas
pesada y/o ligera se introduce en una célula huésped mediante técnicas convencionales por ejemplo,
electroporacion, precipitacion de fosfato calcico, transfeccion de DEAE-dextrano, transduccion, infeccion y similares.
Aunque tedricamente es posible expresar los anticuerpos de la invencidon en células huésped procariotas o
eucariotas, son preferentes las células eucariotas, y lo mas preferentemente células huésped de mamifero, porque
es mas probable que tales células se ensamblen y secreten un anticuerpo plegado e inmunolégicamente activo. Las
células huésped de mamifero preferentes para la expresion de los anticuerpos recombinantes de la invencion
incluyen Ovario de Hamster Chino (células CHO) (incluyendo células DHFR-CHO, que se describen en Urlaub y
Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 4216-20, 1980, usadas con un marcador que se puede seleccionar de DHFR,
por ejemplo, tal como se describe en Kaufman y Sharp, J. Mol. Biol. 159: 601-21, 982, células de mieloma NSO,
células COS, y células SP2/0. Cuando se introducen vectores de expresion recombinante que codifican genes de
anticuerpo en células huésped de mamifero, los anticuerpos se producen por cultivo de las células huésped durante
un periodo de tiempo suficiente para permitir la expresiéon del anticuerpo en las células huésped o, mas
preferentemente, secrecion del anticuerpo en el medio de cultivo en el que se cultivan las células huésped. Los
anticuerpos se pueden recuperar de la célula huésped y/o el medio de cultivo usando procedimientos de purificacion
convencionales.

También se pueden usar células huésped para producir porciones, o fragmentos, de anticuerpos intactos, por
ejemplo, fragmentos de Fab o moléculas de scFv mediante técnicas que son convencionales. Un experto en la
materia entendera que dentro del alcance de la presente invencién se producen variaciones en el procedimiento
anterior. Por ejemplo, se puede desear transfectar una célula huésped con ADN que codifica la cadena ligera o la
cadena pesada de un anticuerpo de la presente invencion. También se puede usar tecnologia del ADN recombinante
para retirar parte o todo el ADN que codifica de las cadenas ligera y pesada que no son necesarias para la union a la
miostatina. Las moléculas expresadas a partir de estas moléculas de ADN truncado también se incluyen en los
anticuerpos de la invencion.

En un sistema preferente para la expresién recombinante de un anticuerpo de la invencién, se introduce un vector de
expresion recombinante que codifica tanto la cadena pesada del anticuerpo como la cadena ligera del anticuerpo en
células DHFR-CHO por ejemplo, mediante transcripciéon mediada con fosfato calcico. Dentro del vector de expresion
recombinante, los genes de cadena pesada y ligera del anticuerpo se unen de forma operativa cada uno a
elementos de regulacion potenciadores/promotores (por ejemplo, derivados de SV40, CMV, adenovirus y similares,
tales como un elemento de regulacion del potenciador de CMV/promotor de AAMLP o un elemento de regulacion del
potenciador de SV40/promotor de AAMLP) para conducir niveles elevados de transcripcion de los genes. El vector
de expresion recombinante también lleva un gen de DHFR, que permite la seleccion de células CHO que se han
transfectado con el vector usando seleccién/amplificacion de metotrexato. Las células huésped transformante
seleccionadas se cultivan para permitir la expresion de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo y el anticuerpo
intacto se recupera del medio de cultivo. Se usan técnicas de biologia molecular convencionales para preparar el
vector de expresién recombinante, transfectar las células huésped, seleccionar transformantes, cultivar las células
huésped y recuperar el anticuerpo del medio de cultivo. Los anticuerpos, o porciones de unién a antigeno de los
mismos, de la invencion se pueden expresar en un animal (por ejemplo, un ratén) que es transgénico para genes de
inmunoglobulina humana (véase, por ejemplo, Taylor, y col., Nucleic Acids Res. 20: 6287-95, 1992).

Una vez que se expresan, los anticuerpos intactos, sus dimeros, cadenas ligera y pesada individuales, u otras
formas de inmunoglobulina de la presente invencién se pueden purificar de acuerdo con procedimientos
convencionales de la técnica, que incluyen precipitacion en sulfato de amonio, cromatografia de intercambio i6nico,
afinidad, en fase inversa, en columna de interaccion hidrofoba, electroforesis en gel y similares. Son preferentes las
inmunoglobulinas basicamente puras con una homogeneidad de al menos un 90 %, un 92 %, un 94 % o un 96 %, y
las mas preferentes con una homogeneidad de un 98 a un 99 % o superior, para usos farmacéuticos. Una vez
purificados, parcialmente o hasta homogeneidad si se desea, los péptidos se pueden usar a continuacion terapéutica
o profilacticamente, tal como se indica en el presente documento.

Anticuerpo guimérico

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "anticuerpo quimérico" incluye inmunoglobulinas
monovalentes, divalentes o polivalentes. Un anticuerpo quimérico monovalente es un dimero formado por una
cadena pesada quimérica asociada a través de puentes disulfuro con una cadena ligera quimérica. Un anticuerpo
quimérico divalente es un tetramero formado por dos dimeros de cadena pesada-cadena ligera asociados a través
de al menos un puente disulfuro.

Una cadena pesada quimérica de un anticuerpo comprende una regién de unioén a derivada de la cadena pesada de
un anticuerpo no humano especifico para la miostatina, que se une de forma operativa al menos a una porcién de
una region constante de cadena pesada humana o basicamente humana (o especies diferentes a aquellas a partir
de las que se origind la region de union a antigeno). Una cadena ligera quimérica de un anticuerpo comprende una
region de unioén a antigeno originada total o basicamente a partir de la cadena ligera de un anticuerpo no humano
unido de forma operativa al menos a una porcion de una regiéon constante de cadena ligera (CL) humana o
basicamente humana (o especies diferentes a aquéllas a partir de las que se origind la region de union a antigeno).
También se pueden preparar anticuerpos, fragmentos o derivados que tienen cadenas pesadas y cadenas ligeras
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quiméricas de la misma o diferente especificidad de unién a la region variable, mediante la asociaciéon apropiada de
las cadenas de polipéptidos individuales, de acuerdo con etapas de procedimiento conocidas.

Con este enfoque, las cadenas pesadas quiméricas que expresan huéspedes se cultivan de forma separada a partir
de huéspedes que expresan cadenas ligeras quiméricas, y las cadenas de inmunoglobulina se recuperan de forma
separada y a continuacion se asocian. Como alternativa, los huéspedes se pueden cocultivar y permitir que las
cadenas se asocien de forma espontanea en el medio de cultivo, seguido de recuperacion de la inmunoglobulina o
fragmento ensamblados. En la técnica se conocen procedimientos para producir anticuerpos quiméricos (véanse,
por ejemplo, Patentes de estados Unidos N° 6.284.471; N° 5.807.715; N° 4.816.567; y N° 4.816.397).

Anticuerpos humanizados

Preferentemente un anticuerpo a usar para fines terapéuticos, tendria la secuencia del marco conservado y la region
constante (hasta el punto en el que existe en el anticuerpo) originado a partir del mamifero en el que se usaria como
un agente terapéutico con el fin de disminuir la posibilidad de que el mamifero provocaria una respuesta inmune
frente al anticuerpo terapéutico. Los anticuerpos humanizados son de interés en particular dado que se considera
que son valiosos para aplicacion terapéutica y para evitar la respuesta al anticuerpo anti-ratén humano observada
frecuentemente con anticuerpos de roedor. Ademas, en anticuerpos humanizados, la porcién efectora es humana de
modo que puede interactuar mejor con las otras partes del sistema inmune humano (por ejemplo, destruir las células
diana de forma mas eficaz mediante citotoxicidad dependiente de complemento o citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpo). Ademas, los anticuerpos humanizados inyectados pueden tener una vida media mas similar a la de
los anticuerpos humanos de origen natural por ejemplo, anticuerpos de murino, permitiendo de ese modo la
administracion de dosis mas pequefias y menos frecuentes. La expresion "anticuerpo humanizado”, tal como se usa
en el presente documento, se refiere a un anticuerpo que comprende porciones de anticuerpos de origen diferente,
en el que al menos una porciones de origen humano. Por ejemplo, el anticuerpo humanizado puede comprender
porciones derivadas de un anticuerpo de origen no humano con la especificidad necesaria, tal como un ratén, y de
un anticuerpo de origen humano, unidas en conjunto quimicamente mediante técnicas convencionales (por ejemplo,
sintesis) o preparadas en forma de un polipéptido contiguo usando técnicas de ingenieria genética.

Preferentemente, un "anticuerpo humanizado" tiene las CDR que se originan a partir de un anticuerpo no humano
(preferentemente un anticuerpo monoclonal de raton) aunque el marco conservado y la region constante, hasta el
punto en que estan presentes, (0 una porcion significativa o basica de los mismos, es decir, al menos
aproximadamente un 85 %, un 87 %, un 90 %, un 92 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 % o un 99 %)
estan codificados por una informacion de la secuencia de acidos nucleicos que se produce en la region de
inmunoglobulina de linea germinal humana (véase, por ejemplo, la Bases de Datos Internacional ImMunoGeneTics)
o en formas de combinadas o mutadas de la misma tantos si tales anticuerpos se producen o no en una célula
humana. Las CDR de un anticuerpo humanizado se pueden optimizar a partir de las CDR de un anticuerpo precursor
no humano a partir del que se originan para generar propiedades deseadas, por ejemplo, especificidad, afinidad y
capacidad. Las CDR optimizadas pueden tener sustituciones, adiciones y/o supresiones de aminoacidos, cuando se
comparan con las CDR precursoras. Por ejemplo, las posiciones de los aminoacidos de las SEC ID N°%: 57, 30, 58,
59, 60, y 61 que estan subrayadas y en letra negrita en la Fig. 9 son posiciones que se han optimizado a partir de las
CDR precursoras tal como se muestra en las Figs 10 y 11. Sin embargo, se contempla que cualquier anticuerpo anti-
miostatina no humano (i) generado frente a un péptido que consiste en una secuencia que se muestra en la SEC ID
N°: 53 0 62 o (ii) generado frente a un péptido que comprende la secuencia que se muestra en la SEC ID N°: 53 o0 62
y reactivos frente a un péptido que consiste en la secuencia que se muestra en la SEC ID N°: 53 o 62, puede servir
como un anticuerpo precursor que se puede convertir en un anticuerpo humanizado o quimérico usando
procedimientos convencionales disponibles en la técnica.

Las formas humanizadas de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murino) incluyen un anticuerpo intacto, un
anticuerpo basicamente intacto, una porciéon de un anticuerpo que comprende un sitio de unién a antigeno, o una
porcién de un anticuerpo que comprende un fragmento de Fab, fragmento de Fab’, F(ab’),, o un fragmento de Fv de
una sola cadena. Los anticuerpos humanizados contienen preferentemente una secuencia minima derivada de
inmunoglobulina no humana. Los anticuerpos humanizados también puede comprender restos que no se encuentran
y en el anticuerpos receptor ni en las secuencias de CDR o marco conservado importadas. En general, el anticuerpo
humanizado comprendera basicamente todos de al menos uno, y por lo general dos, dominios variables, en los que
todos o basicamente todos los aminoacidos en las regiones CDR que corresponden a las de una inmunoglobulina no
humana y todos o basicamente todos los aminoacidos en las regiones FR son las de una secuencia consenso de
inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado también comprende de forma éptima al menos una porcion de
una region constante de inmunoglobulina (Fc), por lo general la de una inmunoglobulina humana. [Jones y col.,
Nature, 321: 522-525 (1986); Riechmann y col., Nature, 332: 323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-
596 (1992)].

Los anticuerpos humanizados se pueden someter a mutagénesis in vitro usando procedimientos de uso rutinario en
la técnica (o, cuando se usa un animal transgénico para secuencias de Ig humana, mutagénesis somatica in vivo) y,
por lo tanto, las secuencias de aminoacidos de la region de marco conservado de las regiones HCVR y LCVR de los
anticuerpos recombinante es humanizado son secuencias que, aunque tienen su origen en las relacionadas con las
secuencias de HCVR y LCVR de linea germinal humana, puede no existir de forma natural dentro del repertorio de la
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linea germinal de anticuerpo humano in vivo. Se contempla que tales secuencias de aminoacidos de las regiones de
marco conservado de HCVR y LCVR de los anticuerpos recombinante son humanizados son idénticas en al menos
un 85 %, un 87 %, un 90 %, un 92 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 98 % o lo mas preferentemente al menos un
99 % a la secuencia de la linea germinal humana. Preferentemente, se mantendran esos restos de marco
conservado del anticuerpo precursor (por ejemplo, anticuerpo murino o generalmente el anticuerpo a partir de que se
origina el anticuerpo humanizado) que mantienen o afectan a estructuras de sitio de combinacion. Estos restos se
pueden identificar por ejemplo, por cristalografia de rayos X del anticuerpo precursor o fragmento de Fab,
identificando de ese modo la estructura tridimensional del sitio de unién a antigeno.

El anticuerpo humanizado puede comprender o puede tener su origen en un marco conservado de cadena ligera de
linea germinal humana. En realizaciones en particular, la secuencia de la linea germinal de cadena ligera se
selecciona entre secuencias de VK humanas que incluyen, pero no se limitan a, A1, A10, A11, A14, A17, A18, A19,
A2, A20, A23, A26, A27, A3, A30, A5, A7, B2, B3, L1, L10, L11, L12, L14, L15, L16, L18, L19, L2, L20, L22, L23,
L24, L25, L4/18a, L5, L6, L8, L9, O1, 011, 012, 014, 018, 02, 04, y 08. En determinadas realizaciones, este marco
conservado de linea germinal humana de cadena ligera se selecciona entre V1-11, V1-13, V1-16, V1-17, V1-18, V1-
19, V1-2, V1-20, V1-22, V1-3, V1-4, V1-5, V1-7, V1-9, V2-1, V2-11, V2-13, V2-14, VV2-15, V2-17, VV2-19, V2-6, VV2-7,
V2-8, V3-2, V3-3, V3-4, V4-1, V4-2, V4-3, V4-4, V4-6, V5-1, V5-2, V5-4, y V5-6. Véase el documento de PCT WO
2005/005604 para una descripcion de diferentes secuencias de la linea germinal.

En otras realizaciones, el anticuerpo humanizado puede comprender o puede tener su origen en un marco
conservado de cadena pesada de linea germinal humana. En realizaciones en particular, este marco conservado de
linea germinal humana de cadena pesada se selecciona entre VH1-18, VH1-2, VH1-24, VH1-3, VH1-45, VH1-46,
VH1-58, VH1-69, VH1-8, VH2-26, VH2-5, VH2-70, VH3-11, VH3-13, VH3-15, VH3-16, VH3-20, VH3-21, VH3-23,
VH3-30, VH3-33, VH3-35, VH3-38, VH3-43, VH3-48, VH3-49, VH3-53, VH3-64, VH3-66, VH3-7, VH3-72, VH3-73,
VH3-74, VH3-9, VH4-28, VH4-31, VH4-34, VH4-39, VH4-4, VH4-59, VH4-61, VH5-51, VH6-1, y VH7-81. Véase el
documento de PCT WO 2005/005604 para una descripcion de diferentes secuencias de la linea germinal.

En realizaciones en particular, la region variable de cadena ligera y/o region variable de cadena pesada comprende
una regién de marco conservado cual menos una porciéon de una regiéon de marco conservado (por ejemplo, que
contiene 2 o 3 subregiones, tales como FR2 y FR3). En determinadas realizaciones, al menos FRL1, FRL2, FRL3, o
FRL4 es totalmente humana. En otras realizaciones, al menos FRH1, FRH2, FRH3, o FRH4 es totalmente humana.
En algunas realizaciones, al menos FRL1, FRL2, FRL3, o FRL4 es una secuencia de linea germinal (por ejemplo,
linea germinal humana) o comprende secuencias consenso humanas para el marco conservado en particular. En
otras realizaciones, al menos FRH1, FRH2, FRH3, o FRH4 es una secuencia de linea germinal (por ejemplo, linea
germinal humana) o comprende secuencias consenso humanas para el marco conservado en particular. En
realizaciones preferentes, la region de marco conservado es una region humana de marco conservado.

En general, se pueden producir anticuerpos humanizados mediante la obtencion de secuencias de acidos nucleicos
que codifican la HCVR y LCVR de un anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo murino por el anticuerpo se puede
mediante un hibridoma, que se une a miostatina, epitopo de la invencion, identificando las CDR en dichas HCVR y
LCVR (no humanas), e injertando tales secuencias de acidos nucleicos que codifican CDR sobre secuencias de
acidos nucleicos que codifican marco conservado humano seleccionado. Opcionalmente, una region de CDR se
puede optimizar mediante mutagénesis de forma aleatoria o en posiciones en particular con el fin de sustituir,
suprimir, o afiadir uno o mas aminoacidos en la CDR antes del injerto a la region de CDR en la region de marco
conservado. Como alternativa, una regién de CDR se puede optimizar después de la insercion en la regiéon de marco
conservado humano usando procedimientos disponibles para un experto en la materia. Preferentemente, las
secuencias de aminoacidos de marco conservado humano se seleccionan de modo que el anticuerpo resultante
probablemente va a ser adecuado para administracion in vivo en seres humanos. Esto se puede determinar, por
ejemplo, en base al uso previo de anticuerpos que contienen tal secuencia de marco conservado humano.
Preferentemente, la secuencia de marco conservado humano por si misma no sera significativamente inmunogénica.

Como alternativa, las secuencias de aminoacidos de los marcos conservados para el anticuerpo a humanizar se
pueden comparar con las secuencias de marco conservado humanos conocidas, las secuencias de marco
conservado humanos a usar para injerto de CDR y se pueden seleccionar en base a sus secuencias constituyentes
altamente similares a las del anticuerpo precursor, por ejemplo, un anticuerpo murino que se une a miostatina. Se
han aislado numerosas secuencias de marco conservado humanos y sus secuencias se han informado en la técnica.
Esto aumenta la probabilidad de que el anticuerpo humanizado injertado con CDR resultante, que contiene las CDR
de las CDR precursoras (por ejemplo, murino) u optimizadas del anticuerpo precursor injertado en marcos
conservados humanos seleccionados (y posiblemente también la region constante humana) mantendran
basicamente la estructura de unién a antigeno y de este modo mantendran la afinidad de unién del anticuerpo
precursor. Para mantener un grado significativo de afinidad de unién a antigeno, las regiones de marco conservado
humano seleccionadas seran preferentemente aquéllas de las que se espera que sean adecuadas para
administracion in vivo, es decir, no inmunogeénicas.

En cualquier procedimiento, se obtienen la secuencia de ADN que codifica las regiones HCVR y LCVR del
anticuerpo anti-miostatina preferentemente murino. En la técnica se conocen bien procedimientos para clonar
secuencias de acidos nucleicos que codifican inmunoglobulinas. Tales procedimientos, por ejemplo, pueden implicar
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la amplificacion de las secuencias que codifican inmunoglobulina a clonar usando cebadores apropiados mediante
reaccion en cadena de polimerasa (PCR). Los celadores adecuados para amplificar secuencias de acidos nucleicos
de inmunoglobulina, y especificamente secuencias de HCVR y LCVR de murino se han informado en la bibliografia.
Después de haber clonado tales secuencias que codifican inmunoglobulina, se secuencian mediante procedimientos
bien conocidos en la técnica.

Después de injertar las secuencias que codifican CDR en las secuencias que codifican marco conservado humano
seleccionado, las secuencias de ADN resultantes que codifican las secuencias variables pesadas y variable ligera
"humanizadas" se expresan a continuacién para producir un Fv humanizado o anticuerpo humanizado que se une a
la miostatina. Las HCVR y LCVR humanizadas se pueden expresar como parte de una molécula entera de
anticuerpo anti-miostatina, es decir, como una proteina de fusiéon con secuencias de dominio constante humanas
cuyas secuencias de codificacion de ADN se han obtenido a partir de una biblioteca disponible en el mercado o que
se han obtenido usando, por ejemplo, uno de los procedimientos que se han descrito anteriormente para obtener
secuencias de ADN, o se encuentran en la técnica. Sin embargo, las secuencias de las HCVR y LCVR también se
pueden expresar en ausencia de secuencias constantes para producir un anti-miostatina Fv humanizado. Sin
embargo, la fusién de secuencias constantes humanas en la region variable se desea potencialmente porque el
anticuerpo anti-miostatina humanizado resultante puede poseer funciones efectoras humanas.

Los procedimientos para sintetizar ADN que codifica una proteina de secuencia conocidas son bien conocidos en la
técnica. Usando tales procedimientos, se sintetizan secuencias de ADN que codifican las secuencias de HCVR y
LCVR humanizadas objeto (con o sin regiones constantes), y a continuacion se expresan en un sistema de vector
adecuado para la expresion de anticuerpos recombinantes. Esto se puede realizar en cualquier sistema de vector
que proporcione las secuencias de HCVR y LCVR humanizadas sujeto a expresar como una proteina de fusiéon
consecuencias de dominio constante humano y que se asocie para producir anticuerpos (unién a antigeno) o
fragmentos de anticuerpos funcionales.

Las secuencias de dominio constante humano son bien conocidas en la técnica, y se han informado en la
bibliografia. Las secuencias de cadena ligera constante humana preferentes incluyen las secuencias de cadena
ligera constante kappa y lambda. Las secuencias de cadena esa constante humana preferentes incluyen IgG;
humana, IgGz humana, IgGs humana, 1gGs humana, y versiones mutadas de las mismas que proporcionan funcion
efecto de la alterada, por ejemplo, aumento de vida media in vivo, reduccién de unién al receptor de Fc o alteracion
del perfil de desamidacion.

Si estuvieran presentes, las regiones de marco conservado humano tiene su origen preferentemente en una de
anticuerpo humano que tiene similitud de secuencia con la region analoga o equivalente del dador de la region de
union a antigeno (es decir, el anticuerpo precursor). Otras fuentes de regiones de marco conservado para porciones
de origen humano de anticuerpo humanizado incluyen secuencias consenso variables humanas (véase por ejemplo,
Kettleborough, C.A. y col. Protein Engineering 4: 773-783 (1991); Carter y col., documento de patente WO 94/04679.
Por ejemplo, la secuencia del anticuerpo o regién variable usada para obtener la porcion no humana se puede
comparar con las secuencias humanas tal como se describe en Kabat y col. Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Quinta Edicion, NIH, U.S. Government Printing Office (1991). En una realizacion particularmente preferente,
las regiones de marco conservado de una cadena de anticuerpo humanizado tienen su origen en una regién variable
humana que tiene una identidad de secuencia global de al menos aproximadamente un 60 %, preferentemente una
identidad de secuencia global de al menos aproximadamente un 70 % y mas preferentemente una identidad de
secuencia global de al menos aproximadamente un 85 %, con la region variable del donante no humano. Una
porcidon humana también puede tener su origen en un anticuerpo humano que tiene una identidad de secuencia de al
menos aproximadamente un 65 %, y preferentemente una identidad de secuencia de al menos aproximadamente un
70 %, dentro de la porcién en particular (por ejemplo, FR) que se esta usando, cuando se compara con la porcion
equivalente (por ejemplo, FR) del donante no humano.

Las referencias que describen adicionalmente procedimientos implicados en la humanizaciéon de un anticuerpo de
ratén que se pueden usar se encuentran por ejemplo, en Queen y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 2869, 1991;
Patente de Estados Unidos N° 5.693.761; Patente de Estados Unidos N° 4.816.397; Patente de Estados Unidos N°
5.225.539; los programas informaticos ABMOD y ENCAD tal como se describe en Levitt, M., J. Mol. Biol. 168: 595-
620, 1983; la humanizacion se puede realizar basicamente siguiendo el procedimiento de Winter y colaboradores
[Jones y col., Nature, 321: 522-525 (1986); Riechmann y col., Nature, 332: 323-327 (1988); Verhoeyen y col.,
Science, 239: 1534-1536 (1988)].

Usos

Los anticuerpos de la presente invencion son utiles en aplicaciones terapéuticas, profilacticas, de diagndstico y de
investigacion tal como se describe en el presente documento. Un anticuerpo de la invencion se puede usar para
diagnosticar un trastorno o enfermedad asociado con la expresion de la miostatina humana. De una forma similar, el
anticuerpo de la invencion se puede usar en un ensayo para controlar los niveles de miostatina en un sujeto que se
esta tratando para una afeccion asociada con la miostatina. Los ensayos de diagndstico incluyen procedimientos que
usan el anticuerpo de la invencion y una marca para detectar miostatina en una muestra, por ejemplo, en un fluido
corporal humano o en un extracto celular o tisular. Los anticuerpos de la invencién se pueden usar con o sin
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modificacion, y se marcan mediante unién covalente o no covalente de un resto detectable. El resto detectable
puede ser uno cualquiera que sea capaz de producir, directa o indirectamente, una sefial detectable. Por ejemplo, el
resto detectable puede ser un radiois6topo tal como, por ejemplo, 3H, 14C, 32P, 353, o 125I, un compuesto fluorescente
o0 quimioluminescente, tal como isotiocianato de fluoresceina, rodamina, o luciferina; o una enzima, tal como
fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa, o peroxidasa de rabano picante. Se puede usar cualquier procedimiento
conocido en la técnica para conjugar de forma separada el anticuerpo con el resto detectable, incluyendo los
procedimientos que se describen en Hunter, y col., Nature 144: 945, 1962; David, y col., Biochemistry 13: 1014,
1974; Pain, y col., J. Immunol. Meth. 40: 219, 1981; y Nygren, J. Histochem. And Cytochem. 30: 407, 1982.

En la técnica se conoce una diversidad de protocolos convencionales para medir la miostatina, incluyendo por
ejemplo, ELISA, RIA, y FACS, y proporcionar una base para el diagndstico de niveles alterados o anémalos de
expresion de la miostatina. Los valores de expresidon normales o convencionales se establecen usando cualquier
técnica conocida en la materia, por ejemplo, por combinacidon de la muestra que comprende un polipéptido de
miostatina, por ejemplo, con anticuerpos en condiciones adecuadas para formar un complejo de antigeno:anticuerpo.
El anticuerpo se marca directa o indirectamente con una sustancia detectable para facilitar la deteccion del
anticuerpo unido o sin unir. Las sustancias detectables adecuadas incluyen diversas enzimas, grupos prostéticos,
materiales fluorescentes, materiales luminiscentes y materiales radiactivos. Los ejemplos de enzimas adecuadas
incluyen peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, B-galactosidasa, o acetilcolinasterasa; los ejemplos de
complejos de grupos prostéticos adecuados incluyen estreptavidina/biotina y avidina/biotina; los ejemplos de
materiales fluorescentes adecuados incluyen umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina,
diclorotriazinilamina fluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritrina; un ejemplo de un material luminescente incluye
luminol; y ejemplos de un material radiactivo incluyen 125I, 131I, 35S, o °H. (Véase, por ejemplo, Zola, Monoclonal
Antibodies: A Manual of Techniques, CRC Press, Inc. (1987)).

La cantidad de un complejo convencional formado se cuantifica mediante diversos procedimientos, tales como, por
ejemplo, medios fotométricos. Las cantidades de polipéptido de miostatina expresado en sujeto, control, y muestras
(por ejemplo, a partir de tejido biopsiado) se comparan a continuacion con los valores estandar. La desviacion entre
los valores estandar y sujeto establece parametros para la correlacion de un trastorno, estado, afeccién, sindrome, o
enfermedad en particular con un determinado nivel de expresion (o carencia del mismo) para un polipéptido de
miostatina.

Una vez que se establece la presencia de un trastorno, estado, afeccion, sindrome, o enfermedad y comienza el
protocolo de tratamiento, los ensayos se repiten en una base regular para controlar el nivel de expresion de
miostatina. Los resultados obtenidos de sucesivos ensayos se usan para mostrar la eficacia del tratamiento durante
un periodo de tiempo que varia de varios dias a meses. Con respecto a un trastorno en particular (por ejemplo,
debilidad o caquexia) la presencia de la cantidad alterada de miostatina en tejido o fluido biopsado (por ejemplo,
suero u orina) de un sujeto puede indicar una predisposicion hacia el desarrollo de un trastorno, estado, afeccion,
sindrome, o enfermedad o puede proporcionar un medio para detectar tal trastorno, estado, afeccion, sindrome, o
enfermedad antes de la aparicion de los sintomas clinicos reales o de definir una poblacion que con mas
probabilidad responde de forma terapéutica a un anticuerpo de la invencion. Una deteccién inicia mas definitiva
puede permitir el tratamiento mas temprano previniendo y/o mejorando de ese modo la progresion adicional de una
enfermedad o trastorno asociado con la expresion de miostatina, por ejemplo, deterioro del musculo o de hueso.

Como una cuestion de conveniencia, el anticuerpo de la presente invencion se puede proporcionar en un kit, una
combinacion envasada de reactivos en cantidades determinadas previamente con instrucciones para realizar el
ensayo de diagnostico. Cuando el anticuerpo se marca con una enzima, el kit incluir a sustratos y cofactores
requeridos por la enzima (por ejemplo, un precursor de sustrato que proporciona el cromdforo o fluoréforo). Ademas,
se pueden incluir otros aditivos tales como estabilizantes, tampones (por ejemplo, un tampoén de bloqueo o tampdn
de lisis) y similares. Las cantidades relativas de los diversos reactivos puede variar ampliamente para proporcionar
concentraciones en solucion de los reactivos que basicamente optimizan la sensibilidad del ensayo. De forma
particular, los reactivos se pueden proporcionar en forma de polvos secos, normalmente liofilizados, que incluyen
excipientes que, en disolucién, proporcionaran una solucién de reactivo que tenga la concentracion apropiada.

Usos Terapéuticos para el Anticuerpo

La miostatina desempefia un papel en el desarrollo muscular y un nimero de trastornos o enfermedades
relacionados. En adultos, el ARNm de la miostatina se detecta principalmente en el musculo esquelético aunque
también se encuentran concentraciones mas bajas en el tejido adiposo y en el tejido cardiaco (Sharma, M., y col, J.
Cell Physiol. 180: 1, 1999). Los ratones genosuprimidos para miostatina tienen una masa muscular dos o tres veces
mayor que sus compafieros de camada de tipo silvestre. El aumento de la masa muscular es el resultado de la
hipertrofia e hiperplasia de la fibra (McPherron, A., y col. Nature 387: 83-90, 1997 y Zhu, X. y col., FEBS Letters 474:
71). Ademas, los ratones genosuprimidos para miostatina acumulan menos grasa que sus comparieros de Camara
de tipo silvestre pero de otro modo parecen normales y sanos. También se ha mostrado recientemente que la
miostatina es un regulador importante de la adipogénesis (Rebbapragada, A., y col., Mol. y Cell. Bio. 23: 7230-7242,
2003). Ademas, se ha estudiado recientemente la estructura y el contenido 6seos en ratones con déficit de
miostatina (Hamrick M.W., y col., J. Orthopaedic Research 21: 1025, 2003; Hamrick, M.\W., y col., Calcif Tissue Int
71: 63, 2002.
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Por lo tanto, una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo monoclonal anti-miostatina de la invencion
se puede usar para aumentar la masa muscular, aumentar la densidad ésea, disminuir la atrofia muscular, o puede
ser Util para el tratamiento o prevencion de afecciones en las que la presencia de miostatina causa o contribuye a
efectos patologicos indeseables a la disminucion de niveles de miostatina tiene un beneficio terapéutico en
mamiferos, preferentemente seres humanos, que incluye, pero no se limita a, atrofia muscular, lesién muscular,
cirugia, reparacion de musculo dafiado, debilidad, sarcopenia relacionada con la edad, atrofia por desuso,
osteoporosis, osteoartritis, crecimiento y reparacion de ligamento, obesidad, supresion de acumulacién de grasa
corporal, obesidad, distrofia muscular de cualquier tipo, miopatia de cuidado critico, miopatia alcohdlica, caquexia
(por ejemplo, relacionada con cancer o inducida por el VIH, o que resulta de EPOC, enfermedad pulmonar crénica,
recuperacion de sepsis, insuficiencia renal, insuficiencia hepatica, insuficiencia o enfermedad cardiaca), sindrome
metabdlico, atrofia muscular después de quemadura, y diabetes de Tipo Il. La atrofia por desuso puede dar como
resultado numerosas causas o incidentes que incluyen cualquier trastorno o enfermedad o estado que conduce a la
inmovilidad prolongada o desuso o descanso en cama que incluye, pero no se limita a, trasplante de 6rganos
solidos, sustitucion de articulaciones, apoplejia, lesion de la médula espinal, recuperacion de quemaduras graves,
hemodialisis cronica sedentaria, recuperacion después de sepsis y exposicion a microgravedad. Dado que la
miostatina se conserva altamente en secuencia y funciona a través de las especies, los anticuerpos de la invencion
se pueden usar para aumentar la masa muscular, aumentar la densidad 6sea o tratar o prevenir afecciones en
mamiferos no humanos o especies caviares [por ejemplo, animales domésticos (por ejemplo, canino y felino),
animales para deportes (por ejemplo, equino), animales fuente de alimentos (por ejemplo, bovino, porcino y ovino),
especies aviares (por ejemplo, pollo, pavo, otras aves de caza o aves de corral)] en los que la presencia de
miostatina causa o contribuye a efectos patoldgicos indeseables o la disminucion de los niveles de miostatina tiene
un beneficio terapéutico.

En el presente documento se contempla el uso de un anticuerpo monoclonal anti-miostatina de la presente invencién
para tratar o prevenir al menos uno de los trastornos mencionados anteriormente en los que la actividad de la
miostatina es perjudicial o que se benefician de la disminucion de los niveles de miostatina bioactiva. Ademas, se
contempla el uso de un anticuerpo monoclonal anti-miostatina de la presente invencién para uso en la preparacion
de un medicamento para el tratamiento de al menos uno de los trastornos mencionados anteriormente.

Tal como se usa en el presente documento, los términos "tratamiento”, "que trata", y similares, se refieren a la
obtencion de un efecto farmacolégico y/o fisiologico deseado. El efecto puede ser profilactico en términos de
prevencion total o parcialmente de una enfermedad o sintoma de la misma y/o puede ser terapéutico en términos de
una cura parcial o completa de una enfermedad y/o efecto adverso atribuible a la enfermedad. "Tratamiento", tal
como se usa en el presente documento, incluye administracion de un compuesto de la presente invencion para
tratamiento de una enfermedad o afeccion en un mamifero, particularmente en un ser humano, e incluye: (a)
prevenir que la enfermera se produzca en un sujeto que puede estar predispuesto a la enfermedad pero que aun no
se ha diagnosticado que la padece; (b) inhibir la enfermedad, es decir, detener su desarrollo; y (c) aliviar la
enfermedad, es decir, causar la regresion de la enfermedad trastorno o aliviar los sintomas o complicaciones de la
misma. Los regimenes de dosificacion se pueden ajustar para proporcionar la respuesta 6ptima deseada (por
ejemplo, una respuesta terapéutica profilactica). Por ejemplo, se puede administrar un solo bolo, se pueden
administrar varias dosis divididas en el tiempo o la dosis se puede reducir o aumentar proporcionalmente tal como lo
indiquen las exigencias de la situacion terapéutica.

Composicién Farmacéutica

Un anticuerpo de la invencién se prevé incorporar en composiciones farmacéuticas adecuadas para la
administracion a un sujeto. Los compuestos de la invencion se pueden administrar solos o en combinacién con un
vehiculo, diluyente, y/o excipientes farmacéuticamente aceptables, en dosis individuales o multiples. Las
composiciones farmacéuticas para administracion se disefian para que sean apropiadas para el modo de
administracion seleccionado, y se usan diluyentes, vehiculos, y/o excipientes tales como agentes de dispersion,
tampones, tensioactivos, conservantes, agentes de solubilizacion, agentes de isotonicidad, agentes estabilizantes y
similares farmacéuticamente aceptables cuando sea apropiado. Dichas composiciones se disefian de acuerdo con
técnicas convencionales tal como por ejemplo, en Remington, The Science and Practice of Pharmacy, 19 Edicion,
Gennaro, Ed., Mack Publishing Co., Easton, PA 1995 que proporciona un compendio de técnicas de formulacion tal
como lo conocen generalmente los profesionales.

Una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo monoclonal anti-miostatina de la presente invencion se
puede administrar a un sujeto con riesgo o que padece patologias tal como se describe en el presente documento
usando técnicas de administracion convencionales que incluyen administracion oral, intravenosa, intraperitoneal,
subcutanea, pulmonar, tras técnica, intramuscular, intranasal, bucal, sublingual, o supositorio.

Una composicion farmacéutica de la invencion es preferentemente una "cantidad terapéuticamente eficaz" o una
"cantidad profilacticamente eficaz" de un anticuerpo de la invenciéon. Una "cantidad terapéuticamente eficaz" se
refiere a una cantidad eficaz, a dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios, para conseguir el resultado
terapéutico deseado. Una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo puede variar de acuerdo con factores
tales como la patologia, edad, sexo, y peso del individuo, y la capacidad del anticuerpo o porcién de anticuerpo para
provocar una respuesta deseada en el individuo. Una cantidad terapéuticamente eficaz es también una en la que
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cualquier efecto tdxico o perjudicial del anticuerpo, se sopesa con los efectos terapéuticamente beneficiosos. Una
"cantidad profilacticamente eficaz" se refiere a una cantidad eficaz, a dosificaciones y durante periodos de tiempo
necesarios, para conseguir el resultado profilactico deseado. Por lo general, dado que una dosis profilactica se usa
en sujetos antes de o en un estadio temprano de enfermedad, la cantidad profilacticamente eficaz sera menor que la
cantidad terapéuticamente eficaz.

Una cantidad terapéuticamente eficaz o profilacticamente eficaz es al menos la dosis minima, pero inferior a la dosis
toxica, de un agente activo que es necesario para transmitir beneficio terapéutico a un sujeto. indicado de otro modo,
una cantidad terapéutica mente eficaz de un anticuerpo de la invenciéon es una cantidad en la que, en mamiferos,
preferentemente seres humanos, aumenta la masa muscular, aumenta la densidad ésea, o tratar afecciones en las
que la presencia de miostatina causa o contribuye a efectos patoldgicos indeseables o la disminucion de los niveles
de miostatina da como resultado un efecto terapéutico beneficioso en un mamifero, preferentemente un ser humano,
que incluyen, pero no se limitan, atrofia muscular, lesién muscular, cirugia debilidad, sarcopenia relacionada con la
edad, atrofia por desuso, osteoporosis, osteoartritis, crecimiento y reparacion de ligamento, obesidad, supresion de
acumulacion de grasa corporal, distrofia muscular de cualquier tipo, miopatia de cuidado critico, caquexia (por
ejemplo, relacionada con cancer o inducida por el VIH, o que resulta de EPOC, insuficiencia renal, insuficiencia
hepatica, insuficiencia o enfermedad cardiaca), sindrome metabdlico y diabetes de Tipo Il. La atrofia por desuso
puede dar como resultado numerosas causas o incidentes que incluyen cualquier trastorno o enfermedad o
patologia que conduce a inmovilidad prolongada o desuso o descanso en cama que incluyen, pero no se limitan a,
trasplante de érganos sdlidos, sustitucion de articulaciones, apoplejia, lesion de la médula espinal, recuperacion de
quemaduras graves, hemodidlisis cronica sedentaria, recuperacion después de sepsis y exposicion a
microgravedad.

La via de administracién de un anticuerpo de la presente invencién puede ser oral, parenteral, por inhalacién, o
topica. Preferentemente, los anticuerpos de la invencion se pueden incorporar en una composicion farmacéutica
adecuada para administracion parenteral. El término parenteral tal como se usa en el presente documento incluye
administracion intravenosa, intramuscular, subcutanea, rectal, vaginal, o intraperitoneal. Es preferente la
administracion sistémica periférica mediante inyeccién intravenosa o intraperitoneal o subcutanea. Los vehiculos
adecuados para tales inyecciones son evidentes en la técnica.

La composicion farmacéutica por lo general debe ser estéril y estable en las condiciones de fabricacion y
almacenamiento en el envase proporcionado, que incluye por ejemplo, un vial cerrado herméticamente o jeringa. Por
lo tanto, las composiciones farmacéuticas se pueden filtrar de forma estéril después de fabricar la formulacion, o de
otro modo se pueden fabricar de forma microbiolégicamente aceptable. Una composicién habitual para infusion
intravenosa podria tener un volumen de tanto como 250-1000 ml de fluido, tal como solucion de Ringer estéril,
solucién salina fisioldgica, solucion de dextrosa y solucion de Hank y una dosis terapéutica mente eficaz, (por
ejemplo, de 1 a 100 mg/ml, o superior) de concentracion de anticuerpo. La dosis puede variar dependiendo del tipo y
gravedad de la enfermedad. Tal como se conoce bien en las técnicas médicas, las dosificaciones para un sujeto
cualquiera dependen de muchos factores, que incluyen la talla del paciente, area de superficie corporal, edad, el
compuesto en particular a administrar, sexo, tiempo y via de administracion, salud general, y otros farmacos que se
estan administrando de forma simultanea. Una dosis habitual puede estar, por ejemplo, en el intervalo de 0,001 a
1000 pg; sin embargo, se conciben dosis inferiores o superiores a este intervalo a modo de ejemplo, especialmente
teniendo en cuenta los factores que se han mencionado anteriormente. El régimen diario de dosificacion parenteral
puede ser de aproximadamente 0,1 pg/kg a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal total, preferentemente de
aproximadamente 0,3 pg/kg a aproximadamente 10 mg/kg y mas preferentemente de aproximadamente 1 ug/kg a 1
mg/kg, incluso mas preferentemente de aproximadamente 0,5 a 10 mg/kg de peso corporal al dia. El progreso se
puede controlar mediante evaluacién periddica. Para administraciones repetidas durante varios dias o periodos mas
largos, dependiendo de la afeccion, el tratamiento se repite hasta que se produce una supresion deseada de los
sintomas de la enfermedad. Sin embargo, otros regimenes de dosificacion pueden ser utiles y no se excluyen de los
mismos. La dosificacion deseada se puede administrar mediante una administracion de un solo bolo, mediante
administraciones de multiples bolos, o mediante administracion de infusion continua de anticuerpo, dependiendo del
patron del deterioro farmacocinético que el profesional desea conseguir.

Estas cantidades de anticuerpos sugeridas estan sometidas en gran medida al criterio terapéutico. El factor
fundamental para la seleccion de una dosis apropiada y programacion es el resultado obtenido. Los factores a
considerar en este contexto incluyen el trastorno en particular que se esta tratando, el mamifero en particular que se
esta tratando, la afeccién clinica del paciente individual, la causa del trastorno, el sitio de administracion del
anticuerpo, el tipo en particular de anticuerpo, el procedimiento de administracion, la programacion de
administracion, y otros factores conocidos por los profesionales médicos.

Los agentes terapéuticos de la invencién se pueden congelar o liofilizar para almacenamiento y reconstitucion en un
vehiculo estéril adecuado antes de su uso. La liofilizacion y la reconstitucion pueden conducir a grados variables de
pérdida de actividad del anticuerpo. Puede ser necesario el ajuste de las dosificaciones para compensar lo anterior.
Generalmente, el pH preferente esta entre 6y 8.

Articulos de Fabricacion.
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En otra realizacién de la invencién, se proporciona un articulo de fabricacién que contiene materiales Utiles para el
tratamiento o prevencion de los trastornos o afecciones que se han descrito anteriormente. El articulo de fabricacion
comprende un envase y una marca. Los envases adecuados incluyen, por ejemplo, botellas, viales, jeringas, y tubos
de ensayo. Los envases se pueden formar a partir de una diversidad de materiales tales como vidrio o plastico. El
envase contiene una composicion de la invencion que es eficaz para prevenir o tratar el trastorno o afeccion y puede
tener un puerto de acceso estéril (por ejemplo el envase puede ser una bolsa de solucion intravenosa o un vial que
tiene un tapon que se puede perforar con una aguja de inyeccion hipodérmica). El agente activo en la composicion
es un anticuerpo anti-miostatina de la invenciéon. La marca en el envase, o asociada al mismo, indica que la
composicion se para tratar la afeccion de eleccion. El articulo de fabricacion puede comprender adicionalmente un
segundo envase que comprende un tampon farmacéuticamente aceptable a, tal como solucion salina tamponada
con fosfato, soluciéon de Ringer y solucién de dextrosa. Puede incluir adicionalmente otros materiales deseables
desde un punto de vista comercial y del usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas, jeringas, y
prospectos con instrucciones de uso.

Los siguientes ejemplos se ofrecen solamente con fines ilustrativos, y no pretenden limitar el alcance de la presente
invencion en modo alguno.

Ejemplos
Ejemplo 1: Ensayos de ELISA

A. Los Fab anti-miostatina unen preferentemente miostatina sobre GDF-11.

Los Fab anti-miostatina (o los mAb de longitud completa) de la presente invencién se someten a ensayo en un
ensayo de ELISA, en el que se mide la union del Fab a miostatina madura (forma dimérica) revestido a diversas
concentraciones en una placa de 96 pocillos. También se somete a ensayo la unién de los Fab a GDF-11.

Cada pocillo de dos placas de 96 pocillos se reviste con 200 ng/pocillo de miostatina de raton recombinante (R&D
systems, N° de Cat. 788-G8/CF, libre de vehiculo, en tampén de carbonato, pH 9,6) o 200 ng/pocillo de GDF-11
humano recombinante (Peprotech, Inc., N° de Cat. 120-11, libre de vehiculo, en tampon de carbonato, pH 9,6). Las
placas se incuban a 4 °C durante una noche. Los pocillos se aspiran y se lavan dos veces con tampén de lavado
(Tris (hidroximetil) aminometano 20 mM, pH 7,4, NaCl 0,15 M, Tween-20 al 0,1 %). Las placas se bloquean con 200
pl de tampodn del blogueo por pocillo (Leche Instantanea de Carnation al 5 % en el tampdn de lavado anterior)
durante 5 horas.

Los Fab o mab a someter a ensayo se diluyen en tampdn de bloqueo a diversas concentraciones, por ejemplo, 10
pg/ml, 2 pyg/ml, 0,4 ug/ml, 0,08 pug/ml, y 0,016 ug/ml. Se afiaden cincuenta microlitros de cada solucién de Fab a los
pocillos revestidos con GDF-8 y GDF-11 por duplicado. Las placas se incuban durante 1 hora a temperatura
ambiente. Los pocillos se lavan a continuacién 3 veces con tampén de lavado. Se anade anticuerpo secundario
conjugado con AP (50 pl de AP anti-kappa de cabra (Southern Biotech), diluido a 1:1000 en tampdn de bloqueo) a
cada pocillo y se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente. Los pocillos se lavan a continuacion 3 veces con
tampon de lavado. Se afiaden cincuenta microlitros de sustrato cromogénico (es decir, sustrato de AP) a cada pocillo
y se permite que se desarrolle a temperatura ambiente. La absorbancia de los pocillos se lee a DO de 560 nm. Se
determina la absorbancia media de los pocillos duplicados.

Se contempla que todos los anticuerpos de la invencidon se unan a miostatina madura humana unida a placa y
preferentemente se una miostatina cuando se compara con la unién a GDF-11. En un ELISA reducido para GDF-8,
Fab C12 tiene una Clsp de 0,25 pg/ml y Fab 510C2 tiene una Clsg de 0,27 pg/ml.

B. Los anticuerpos anti-miostatina optimizados con Humanizados se unen a péptido de miostatina

En un ensayo de ELISA, los anticuerpos de la invencidon se unen a péptido biotinilado, purificado con la secuencia
que abarca los aminoacidos 40-64 de la miostatina humana madura (SEC ID N°: 53) con la excepcion de que un
acido aminobutirico esta en la posicion 47 en lugar del resto de cisteina. Los anticuerpos de la invencién también se
unen a un péptido con la secuencia que se muestra la SEC ID N°: 62 (con cisteina o serina en la posicion 47 de la
miostatina madura) asi como la forma madura de miostatina en las formas monomeérica y dimérica.

En un ensayo de ELISA a modo de ejemplo, se usan 50 ul de una solucion de 1 ug/ml de anticuerpo kappa anti-
humano de cabra (UNLB, Southern Biotech 2060-01) en tampén de bicarbonato sédico 50 mM, pH 8,0 para revestir
cada pocillo de una placa de microtitulacion de unién elevada (Greiner EK 20061). Los pocillos se aspiran y se lavan
con PBST (PBS, Tween al 0,1 %) y a continuacién se bloquean durante 1 hora con PBST-BSA (PBS, BSA al 1 %,
Tween al 0,1 %). Los pocillos se lavan a continuacién de nuevo con PBST. Todas las etapas del ensayo se realizan
a temperatura ambiente. Las valoraciones del anticuerpo anti-miostatina optimizado con humanizado (anticuerpo de
longitud completa que comprende una region de Fc de IgG4, expresado de forma transitoria en 293 células), diluido
en PBST-BSA comenzando en 50 ng/pocillo se afiaden a los pocillos y la placa se incuba adicionalmente durante 1
h, se lava tal como anteriormente y se sondea con 50 pl del péptido biotinilado que se ha descrito anteriormente a
una concentracion de 50 nM (diluido en PBST-BSA). A continuacion, se afiaden 50 ul de un NeutrAvidina-AP de 2
pg/ml (1:1000 en PBST-BSA, Pierce 31002) y la deteccion se consigue mediante la adicion de sustrato de AP de
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acuerdo con las instrucciones del fabricante (Pierce 31002). Se usa tampon solo como un control. La Absorbancia se
lee a 560 nm. Los Fab 510C2 y C12 se unen al péptido con valores de Clsp de 6,73 y 5,42 ng/pocillo
respectivamente.

Los anticuerpos de la invencién son capaces de unirse a un péptido que consiste en los aminoacidos 40-64 (SEC ID
N°: 53) de la miostatina madura y/o un péptido que consiste en los aminoacidos 43-57 (SEC ID N°: 62) de la
miostatina madura (con un aminoacido cisteina o serina en la posicion 47). Sin embargo, los anticuerpos de la
invencion no son capaces de unirse (a niveles significativamente mayores que el fondo), a péptidos que consisten en
los aminoacidos 60-73, 74-86, 87-97, 96-108, 16-29, 1-15 o 30-42 de la miostatina madura. El anticuerpo murino
denominado Mab 3 (véanse las solicitudes de patente de Estados Unidos N° 60/559.621 y N° 60/555.456 que se
incorporan en el presente documento), que comprende regiones variables de murino (véanse las Figs 10 y 11) unido
de forma operativa a la region Fc de IgG1 murino — no se unia péptidos que consisten en los aminoacidos 60-73, 74-
86, 87-97, 96-108, 16-29, 1-15 0 30-42 de la miostatina madura y es el anticuerpo precursor para los anticuerpos de
la invencion.

Los anticuerpos humanizados 510C2 y C12 se unen a péptidos que consisten en dos aminoacidos 43-57 y 45-59 de
la miostatina madura (tal como se muestra en la Tabla 1 que sigue a continuacién) en un grado similar. Esto
demuestra que el epitopo de la invencién se localiza de forma mas especifica dentro del péptido que abarca los
aminoacidos 45-57 de la miostatina madura. La union se reduce ligeramente cuando los anticuerpos se someten a
ensayo para la unién a un péptido que consiste en los aminoacidos 47-61 de la miostatina madura, lo que demuestra
la importancia de los aminoacidos 45-46 de la miostatina madura para la unién o para la conservacion de la
conformacion del péptido que permite la unién. La unién se reduce adicionalmente cuando los anticuerpos se
someten a ensayo para la unién a un péptido que consiste en los aminoacidos 49-63 de la miostatina madura, lo que
demuestra la importancia de los aminoacidos 47-48 de la miostatina madura para la unién o para la conservacion de
la conformacion del péptido que permite la unién. La unién se reduce a niveles de fondo cuando los anticuerpos se
someten a ensayo para la unién a un péptido que consiste en los aminoacidos 39-53 de la miostatina madura, lo que
sugiere la importancia de la regién de los restos 54-57.

Tabla 1
Péptido Restos Unién Relativa Sec id N°:
ANYCSGECEFVFLQKYPHTHLVHQA 40-64 +++ 53
CSGES*EFVFLQKYPH 43-57 +++ 62
GECEFVFLQKYPHTH 45-59 +++ 92.
CEFVFLQKYPHTHLV 47-61 ++ 93
FVFLQKYPHTHLVHQ 49-63 + 94
KANYCSGECEFVFLQ 39-53 - 95

(*el resto es C en la miostatina)

C. Ensayo de ELISA de Mab Humanizado-Optimizado de Miostatina

Los anticuerpos 510C2 y C12 monoclonales de longitud completa de miostatina anti-humana humanizada se
someten a ensayo en un ensayo de ELISA, en el que se mide la union del anticuerpo al antigeno GDF-8 revestido en
una placa. También se somete a ensayos la reactividad cruzada de los Mab con GDF-11. Como controles negativos
se usan una condicion sin Mab, un anticuerpo de control de isotipo, y una proteina irrelevante (HGF).

Cada pocillo de placas de 96 pocillos se reviste con 70 pyl de GDF-8 humano (libre de vehiculo, 1 ug/ml en tampén
de carbonato, pH 9,6), GDF-11 humano recombinante (de Peprotech, Inc., N° de catalogo 120-11, libre de vehiculo,
1 ug/ml en tampoén de carbonato, pH 9,6), o HGF humano recombinante (de R&D Systems, N° de catalogo 294-
HG/CF, libre de vehiculo, 1 ug/ml en tampoén de carbonato, pH 9,6). Las placas se incuban a 4 °C durante una
noche. Los pocillos se aspiran y se lavan dos veces con tampdn de lavado (Tris (hidroximetil) aminometano 20 mM,
pH 7,4, NaCl 0,15 M, Tween-20 al 0,1 %). Las placas se bloquean con 200 ul de tampodn del bloqueo por pocillo
(Leche Instantanea de Carnation al 5 % en el tampon de lavado anterior) durante 4 horas a temperatura ambiente.
Las placas se lavan dos veces con tampdn de lavado.

Los Mab se diluyen en tampoén de bloqueo a 1 pg/ml, 0,2 yg/ml, 0,04 ug/ml, 0,008 ug/ml, 0,0016 ug/ml, y 0,00032
pg/ml. se us6 un control sin Mab, que consiste solamente en tampdn de bloqueo. También se usa un anticuerpo de
control de isotipo como un control negativo, a 1 ug/ml. A continuacién se afiaden 50 ul de cada soluciéon de Mab a
los pocillos revestidos por duplicado con GDF-8 y GDF-11. Las placas se incuban durante 1 hora a temperatura
ambiente. Los pocillos se lavan a continuacién 3 veces con tampén de lavado.

A continuacioén se afiaden 50 pl de anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (HRP de IgG anti-humana de
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cabra, fragmento gamma de Fc especifico, Jackson ImmunoResearch, N° de catalogo 109-035-008), diluido a
1:2000 en tampon de bloqueo, a cada pocillo y se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente. Los pocillos se
lavan a continuacion 3 veces con tampon de lavado. A continuacion se afiaden 50 pl de sustrato cromogénico (es
decir, sustrato de OPD) a cada pocillo y se permite que se desarrolle a temperatura ambiente durante 2,5 minutos.
La reaccioén se detiene mediante la adicién de 100 ul de HCI 1 N a cada pocillo. La Absorbancia de los pocillos se lee
a 490 nm. Se determina la absorbancia media de los pocillos duplicados, y estos valores se enumeran en la Tabla 2,
que sigue a continuacion.

Estos datos demuestran que los Mab 510C2 y C12 se unen a la miostatina unida a placa. Con respecto a la
especificidad, estos Mab se unen preferentemente a GDF-8 sobre GDF-11. El Mab 510C2 muestra una unién de
aproximadamente 25 veces superior a la miostatina (GDF-8) que a GDF-11. El Mab C12 nuestra una union de
aproximadamente 5 veces superior a la miostatina que a GDF-11.

Tabla 2

510C2 510C2 510C2 C12 C12 C12

GDF-8 GDF-11 |HGF GDF-8 GDF-11 HGF
1 ug/ml 1,62275 |0,67645 |0,0723 1,5785 1,3021 0,0665
0,2 ug/ml 1,20585 |0,24605 |0,071 1,37095 |0,87605 |0,0543
0,04 ug/ml 0,55695 |0,11485 |[0,07525 |0,8177 0,34495 |0,0564
0,008 ug/ml 0,2482 0,09125 |0,07105 |0,32805 |0,11915 |0,0507

0,0016 ug/ml 0,11425 |0,09385 |[0,07255 |0,1257 0,07 0,058
0,00032 ug/ml 0,0876 0,08245 |0,0722 0,07415 |0,05475 |0,0554
sin Mab 0,08645 |0,0936 0,0721 0,0544 0,05185 |0,0522

Control de isotipo | 0,09075 |0,0919 0,0804 0,05185 |0,0487 0,049

Ademas, en un ensayo de ELISA se demostré que el mab C12 de longitud completa no se une a otros miembros
BMP-2, BMP-3, BMP-3b/GDF-10, BMP-4, BMP-7, BMP-8B, Activina A, Activina B, TGF-a, TGF- 1, TGF- 32 y GDF-
3 de la superfamilia de TGF-f3; demuestra una unién minima a BMP-5. Se contempla que otros anticuerpos anti-
miostatina de la invencion del mismo modo no se unen o se unen de forma minima a estos otros miembros de la
superfamilia de TGF-.

Ejemplo 3 Ensayo de Neutralizacion de Miostatina

Se retiran explantes ectodérmicos de embriones de Xenopus en el estadio de 8-9 blastulas mediante procedimientos
convencionales y se cultivan en 0,5X de MBS (1X de MBS: NaCl 88 mM, KCI 1 mM, CaCl; 0,7 mM, MgSO4 1 mM,
HEPES 5 mM, NaHCOs 2,5 mM, gentamicina a 1:1000 en v/v, albumina de suero bovino al 0,1 %) con la adicién de
factor de crecimiento (GDF8 o GDF11) mas o indicado, durante 18 horas a 18 °C, momento hacia el que el control
de los embriones alcanza la etapa de néurula temprana (estadio 15-16). Los explantes se fotografian y se mide la
longitud de cada explante usando un algoritmo para analisis de imagenes disefiado para cuantificacion de proteccion
animal. Los explantes no tratados ni con factor de crecimiento ni Fab (controles), se redondean en bolas de
epidermis. La miostatina y GDF-11 inducen mesodermo en estos explantes ectodérmicos que hacen que los
explantes se alarguen y formen estructuras de tipo mancuerna. Se afiaden anticuerpos o Fab, cuando se someten a
ensayo para actividad de neutralizacion, al medio de cultivo que contiene miostatina para toda la duracion del
periodo de cultivo y se evalia su capacidad para inhibir movimientos de elongacién inducidos por factor de
crecimiento. Se afiade miostatina a los explantes a 25 ng/ml. Se afiaden anticuerpos o Fab a someter a ensayo a 20
pg/ml. Como control se usa un Fab generado para un antigeno irrelevante. Un anticuerpo GDF8 de anti-raton
monoclonal disponible en el mercado se puede someter a ensayo como un control, este anticuerpo se produce en
cabras inmunizadas con GDF8 de raton purificado y el fabricante demuestra que neutraliza la elongacion de
protecciones animales de Xenopus provocadas con 25 ng/ml de GDF8 murino cuando esta presente
aproximadamente 10-20 ug/ml (R&D Systems N° de Cat. MAB788).

Para el procesamiento de imagenes se usa ImagePro (v4.5.1.22, de Media Cybernetics). Se escribe una macro para
automatizar el procesamiento de imagenes. La macro procesa la imagen y registra la longitud en unidades de bits.
Se pueden usar procedimientos de medida alternativos tal como se conoce en la técnica. Se contempla que los
anticuerpos de la invencion neutralizan la actividad de GDF8 en el ensayo de proteccion animal y no presentan
actividad de neutralizacion de GDF-11.
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Ejemplo 4: Medidas de Afinidad de los Fab

La afinidad (Kp) y las tasas kon Yy kotf de los Fab anti-miostatina de la presente invenciéon se miden usando un
instrumento 2000 de BlAcore® que contiene un chip sensor CM4. El BlAcore® usa las propiedades Opticas de
resonancia de las plasmones superficiales para detectar alteraciones en la concentracion de proteinas de las
moléculas que interactian dentro de una matriz de biosensor de dextrano. Excepto cuando se indica, todos los
reactivos y materiales se adquieren en BlAcore® AB (Upsala, Suecia). Todas las medidas se realizan a 25 °C. Las
muestras que contienen los Fab se disuelven en tampén de HBS-EP (cloruro sédico 150 mM, EDTA 3 mM,
tensioactivo P-20 al 0,05 % (p/v), y HEPES 10 mM, pH 7,4). La miostatina o el GDF-11 (R&D Systems) se inmoviliza
en células de flujo de un chip CM4 usando quimica de acoplamiento de amina. Las células de flujo (1-4) se activan
con una mezcla a 1:1 de N-hidroxisuccinimida 0,1 M y 3-(N,N-dimetilamino)propil-N-etilcarbodiimida 0,1 M a un
caudal de 20 pl/min. La miostatina o el GDF-11 (2,5 pg/ml en acetato sédico 10 mM, pH 4,5) se inyecta
manualmente sobre células de flujo a un caudal de 10 yl/min. La densidad de superficie se controla y hasta que cada
célula de flujo alcanza una densidad de superficie de ~ 150 unidades de respuesta (RU). Las superficies se
bloquean con una inyeccion de 50 pl de etanolamina-HCI 1 M, pH 8,5 (10 pl/min). Para asegurar la retirada completa
de cualquier miostatina o GDF-11 no unido covalentemente, se inyectan dos veces 15 pl de glicina 10 mM, pH 1,5.
El tampdn de desarrollo usado para los experimentos genéticos contenia HEPES 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, P20
al 0,005 %.

La recogida de datos cinéticos de union se realiza en caudal maximo (100 pl/min). Cada ciclo de analisis consiste en
(i) inyeccion de 250 pl de un Fab (intervalo de concentraciones de 50 nM a 0,4 nM en incrementos de dilucién de 2
veces) sobre todas las células de flujo 4 con la célula de flujo 1 como la célula de referencia, (ii) 20 min de
disociacion (flujo de tampdn), (iii) regeneracion de la superficie de GDF-8 o GDF-11 con dos inyecciones de 15 pl de
glicina 10 mM, pH 1,5, (iv) una inyeccion de blanco de 15 pl de tampdn de desarrollo, y (v) un periodo de
estabilizacion de 2 min antes de comenzar el ciclo siguiente. La sefial se controla como célula de flujo 2 menos
célula de flujo 1, célula de flujo 3 menos célula de flujo 1 y célula de flujo 4 menos célula de flujo 1. Las muestras y
un blanco de tampodn se inyectan por duplicado en un orden aleatorio. Los datos se procesan usando el software
SCRUBBER (Centro de Analisis de Interaccion Biomolecular, Univ. de Utah). Las tasas de asociacion y disociacion
para cada ciclo se determinan ajustando los datos del biosensor que usa un modelo de asociacion sencilla usando
ClampXP (Centro de Analisis de Interaccion Biomolecular, Univ. de Utah) para extraer las constantes de tasa de ko
y kor; la constante de union en equilibrio Ky se calcula usando la relacion Ky = koifkon. Los datos de afinidad medidos
para la unién de miostatina al Fab 510C2 son: kon de 5,4 x 10°M '13'1, kotf de 4,67 x 10 3'1, y Ky (calc) de 0,87 nM.
No se observa unién a GDF-11 mediante el Fab 510C2.

Ejemplo 5: Medidas de Afinidad de los Mab

Las medidas de afinidad de unién para anticuerpos monoclonales de longitud completa de la invencion se
determinan usando un ensayo de KINEXA de Sapidyne. Perlas de sepharose de flujo rapido activadas con NHS (GE
Healthcare) se revisten previamente con un anticuerpo de la invencion (50 ug de anticuerpo anti-miostatina por ml de
perlas) y se bloquean con 10 mg/ml de BSA en Tris-HCI 1 M, pH 8,0. A continuacién se incuban 20 pM y 50 pM de
un anticuerpo de la invencién con varias concentraciones (por ejemplo, diluciones en serie de 2,4 pM a 20 nM) de
miostatina en tampon de desarrollo (PBS, Tween-20 al 0,005 % (v/v), 1 mg/ml de ovoalbumina) durante 10 horas a
temperatura ambiente. Para determinar el anticuerpo libre presente en equilibrio, cada muestra se pasa a través de
las perlas revestidas con miostatina. La cantidad de anticuerpo unido a perla se cuantifica a continuacién pasando
una solucion de anticuerpo Fc anti-humano de cabra marcado con fluorescencia (Cy5) (Jackson Immuno Research)
diluido a 1:4000 en tampon de desarrollo sobre las perlas. La sefial de fluorescencia medida es proporcional a la
concentracion de anticuerpo libre en equilibrio. Cada concentracion de miostatina se mide por duplicado. La
constante de disociacion en equilibrio (Kp) se obtiene a partir de regresion no lineal de las curvas de competicion
usando un modelo de unién homogéneo de un sitio, de curva multiple (software KINEXA) y los datos se presentan
con intervalos de confianza de un 95 % (IC).

La constante de la tasa de asociacion (kon) para la union de GDF-8 también se determina usando un ensayo KINEXA
de Sapidyne. Se mezclan veinte pM de anticuerpo con GDF-8 1 nM usando las mismas condiciones que se han
descrito anteriormente. En diversos puntos temporales, las muestras se investigan para anticuerpo libre usando las
condiciones que se han descrito anteriormente para la unién en equilibrio, la continuacién la dependencia del tiempo
resultante se ajusta usando el software KINEXA para determinar la tasa de asociacion (ko). La constante de la tasa
de disociacion (ko) se calcula usando la expresion ko = Kp X kon. Cuando se miden 510C2 y C12 de longitud
completa (unidos de forma operativa a una region de Fc de IgG4) usando el ensayo descrito, los resultados son tal
como se indica en la Tabla 3 que sigue a continuacion.

Tabla 3
Mab Kd, pM (Cl al 95 %) Kon, M, 8™ (Cl al 95 %) kofr, s, calculado
510C2 80 (41-134) 1,38 x 10° (1,08-1,75 x 10°) 1,11 x 10®
C12 108 (23-294) 7,42 x 10* (6,83-8,01 x 10%) 8,02 x 10°
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Ejemplo 6 Ensayo Indicador de Miostatina/SBE

En este ensayo indicador, un plasmido que codifica un gen indicador, es decir, gen de luciferasa, corriente debajo de
un elemento de unién a SMAD ("SBE"), mas especificamente (CAGA)+, expresa proteina de luciferasa cuando una
molécula tal como miostatina, GDF-11, u otro miembro de la superfamilia de TGF- se une a su propio receptor,
desencadenando de ese modo la sefializacion de SMAD que da como resultado un complejo de SMAD fosforilado
que es capaz de unirse al SBE. Anteriormente se informé que la secuencia CAGA era una secuencia de sensible a
TGF-B dentro del promotor del gen PAI-1 inducido por TGF-B (Denner y col., EMBO J., 17: 3091-3100, 1998). La
cantidad de miostatina activa expuesta a las células es directamente proporcional a la cantidad de enzima luciferasa
producida que es directamente proporcional a la cantidad de luz producida y que se puede medir. La presencia de
un inhibidor (por ejemplo, un anticuerpo que se une a la miostatina) reduce la cantidad de miostatina capaz de
activar el SBE que por ultimo da como resultado una produccion de luz reducida. Este ensayo también se describe
en la Publicacion Internacional Numero WO 2004/037861 que se incorpora en el presente documento.

Se contempla que un Ensayo Indicador de Miostatina/SBE no se limita a las condiciones exactas que se describen
en el presente documento, y se pueden usar otros tipos de células, por ejemplo, 293HEK (ATCC) o células de
Rabdomiosarcoma A204 (véase, por ejemplo, Whittemore, y col. BBRC, 200: 965-71, 2003); se pueden usar otros
tipos de indicadores, por ejemplo, CAT, B-gal, GFP, y se pueden usar otras condiciones de crecimiento para las
células y condiciones de ensayo que incluyen cantidades variables de miostatina en la reaccion. Un experto en la
materia sera capaz rapidamente de discernir si un ensayo entra dentro del alcance de un ensayo indicador de
miostatina/SBE para el que tendria un vector que comprende un elemento de SBE secuencia arriba de un gen
indicado introducido en una célula huésped, en el que el elemento de SBE usado es sensible al SMAD producido
como respuesta a la miostatina que se une al receptor de miostatina. R.S. Thies, y col., Growth Factors, 18: 251-259,
2001, describe un ensayo similar mientras que, Wittemore, L. y col., BBRC, 300: 965-971, 2003 describen la
respuesta del elemento de SBE al SMAD producido como respuesta a la miostatina que se une a su receptor.

En este ensayo, se siembran células 293E (Edge Biosystems) en medios DMEM/F12 (3:1) (Gibco 93-0152DK), FBS
al 10 %, Hepes 20 mM, L-glutamina 4 mM a aproximadamente 25000 células por pocillo en pocillos internos
revestidos con poli-lisina de una placa de 96 pocillos (BD Biocoat 35-4461) y se incuba durante una noche a 37 °C.
Al dia siguiente, las células se lavan en PBS y se afiaden 50 yl de OptiMEM | (Gibco 31985-070) por pocillo. Las
células se transfectan con 50 pl de de la siguiente mezcla de SBE-ADN de luciferasa: (i) 80 ul de Lipofectamina
(Gibco 11668-019 combinada con 1,5 ml de OptiMEM y se permite que asiente durante 5 minutos y a continuacion
se afiade a (ii) un tubo en el que se combinan 20 ug de SBE ADN de luciferasa con 1,5 ml de OptiMEM y 200 ul de
reactivo Plus, se mezcla y se permite que asiente durante 5 minutos. Después de afiadir las dos mezclas en
conjunto, la solucion se mezcla vigorosamente y se permite que repose durante 30 minutos antes de afiadir 50 pl a
cada pocillo. A continuacion las células se incuban durante una noche a 37 °C en CO; al 5 %. Para cada placa de
células, se diluyen 5 ml de miostatina (R&D Systems 788-G8) a 20 ng/ml en medio completo. Cada anticuerpo de la
invencion a someter a ensayo se valora en medio completo, por ejemplo, de aproximadamente 40 ug/ml a
aproximadamente 50 ng/ml. Los medios de transfeccion se retiran de los pocillos y se afiaden 50 ul de una dilucién
de anticuerpo por pocillo y se afiaden 50 ul de de GDF-8 (miostatina) o GDF-11 (R&D Systems) por pocillo. La placa
de células se incuba a continuacion durante una noche a 37 °C en CO; al 5%. Al dia siguiente, los medios se
aspiran, las células se lavan en PBS y se afiaden 75 pl de tampon de lisis (Promega E266A). La actividad de
luciferasa en el lisado celular se mide usando Reactivo de Luciferasa de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(Promega E2620). La luminescencia se representa frente a la concentracion Logio de Mab (ug/ml) y se calcula la
Clsp para cada Mab para miostatina y GDF-11.

Cuando los anticuerpos monoclonales 510C2, C12 se someten a ensayo en estas condiciones con GDF-8,
proporcionan valores de Clsp (a partir de una media de dos ensayos) de 5,15 nM (5,74 y 4,57 nM) y 16,07 nM (23,04
y 9,12 nM) respectivamente. Ni los mAb 510C2 ni C12 demuestran actividad de neutralizacion en este ensayo
cuando se someten a ensayo con GDF-11 en lugar de GDF-8.

Ejemplo 7 Farmacocinética

La farmacocinética (PK) de los anticuerpos de la invencion se puede evaluar en ratones C57B6/SCID a una dosis de
1 mg/kg después de una sola administracion intravenosa (IV) o intraperitoneal (IP). Los animales reciben una mezcla
de anticuerpo sin marcar y marcado con '?% a una dosis que se ha descrito anteriormente y la concentracion en
suero se determina en base a la radiactividad de '®°| en el suero y la actividad especifica de la dosis inyectada. Se
representa la concentracion en suero del anticuerpo administrado por IV o IP frente al tiempo.

Ejemplo 8 Efecto in vivo en la Masa y Fuerza Muscular

Para determinar si un anticuerpo de la invencién bloquea la actividad de la miostatina in vivo, un anticuerpo de la
invencion se puede someter a ensayo en ratones SCID adultos. Los ratones SCID padecen una inmunodeficiencia
combinada, y por lo tanto no generan ninguna reaccién inmunolégica después de la inyeccién de un anticuerpo de la
invencion. La masa muscular se usa como un indicador de la actividad de la miostatina en ratones tratados con un
anticuerpo de la invencién.
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Se pesan ratones C57B6 SCID macho de ocho semanas de edad y se distribuyen uniformemente con respecto al
peso corporal en grupos de ocho. Un anticuerpo de la invencion en tampén PBS se inyecta en los ratones por via IP
a diversas dosis (por ejemplo, 60, 10,5y 1 mg/kg) semanalmente. Los ratones tratados con PBS o sin tratar se usan
como controles. Los tratamientos contintan durante 4-12 semanas. La masa muscular se evalia mediante diseccion
y pesando los musculos gastrocnemio y cuadriceps después del tratamiento.

Para determinar la fuerza muscular, se mide la fuerza de las extremidades delanteras con un medidor de ensayo de
fuerza de agarre (por ejemplo, el modelo 1027 csx, Columbus Instruments).
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5
Thir
ser
Ile
Leu
Thr
85

Ala

Gly

<223> Construccion sintética

<400> 15

GIn val Thr Leu Arg
1 | 5

Thr Leu Thr Leu Thr
20

Gly Arg Ser val Ser
- 35

Trp Leu Ala His Ile

ES 2533464 T3

Glu

Cys

Trp

Tyr

Thr

70

Asn

Ile

Thr

Glu
Cys
T™rp

Tyr

ser Giy
Thr Phe

Ile Arg
40

Trp Asp
55

Ile ser
Met Asp

Thr Thr

Thr val
120

Ser Gly
Thr Phe
Ile Arg

40

Trp Asp

37

PTo
ser
25

Gin

Asp

-LYS

Pro
val

105

Thr

Pro
ser
GIn

Asp

Ala Leu val
10 .

Gly Phe Ser
Pro Pro GTY
Asp Lys Arg

60
Asp Thr Ser

75

val Asp Thr
90
Ile Gly Gly

val ser Ser

Ala Leu val
10
Gly Phe Ser

Pro Pro Gly

Asp Lys Arg

Lys

Leu

Pro

Arg

30

LyS
Tyr
Lys
Ala

Gly

LyS

Leu

g

Tyr

Ala

ASn

AsSn

Thr

Thr
110

Pro

Arg

30

Ala

Asn

Thr
;5

Lys

Leu

Pro

GIn

Tyr
95

Phe

Thr
15
Lys

Leu

Pro

GIn
val
Glu
ser
i

Tyr

Asp

GIn
val
Glu

Ser



10

15

20

50

65

val Leu Thr Met :E'ls’r Asn.
Cys Ala Arg Arg Ala Ile
y 9 100

Tyr Tr 619 Gln Gly Thr
4 P 115 :

<210> 16
<211> 124
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

ES 2533464 T3

Leu Arg Asn Arg Leu Thr.

70

<223> Construccion sintética

<400> 16

GIn
1

Thy

Gly

Trp

Leu

65

val

Cys

Tyr

<210> 17
<211> 124

<212> PRT

val

Leu

Ser

Thr

Thr

Ser

- 35

Leu

50 -

Arg

Leu

Ala

Trp

<213> Artificial

<220>

Ala

AsSn

Thr

Arg

Arg

Led
Leu

20

val

Arg

Met

100

Gin

Arg Glu
5 i .

Thr Cys
ser Trp
Ile Tyr
geu Thr

70

Thr Asn
85

Ala Ile

Gly Thr

<223> Construccion sintética

35

Ile
Met

Thr

Thr

Ser
Thf
Ile
w
Ile
Met

Thr

Thr

Ser
Asp
Thr

val
120

Gly
Phe

Arg

40

Asp

Ser

ASp

Thr.

val
120

38

Lys

Pro

val

105

val

Pro

Ser

25

G1n
Asp
Lys
Pro

val

105

Thr

&0

Asp Thr Ser Lys Asn GIn val
75 . 80

val Asp Thr ala Thr r Tyr
20 o v

Ile Gly Gly Gly Thr pPhe Asp
L _ 110

ser ser

Ala Leu val Lys Pro Thr Gln
10 .15

Gly phe Ser Trp ggg Lys val

Pro Pro Gly kgs Ala Leu Glu

Asp LyS ggg Tyr Asn Pro Ser

Asp Thr Ser'Lys Asn GIn val
75 80

val asp Thr Ala Thr Tgr Tyr
90 9

Ile Gly Gly Gly Thr Phe Asp’
y & 110

val ser ser



10

15

<400> 17

Gln
1

Thr
Gly
Trp
Leuw
65
val

cys

TYr

<210> 18
<211> 124

<212> PRT

va'l Thr

Leyu Thr

sSer ser
35

Leu Ala

50

Arg Asn

Leu Thr

Ala Arg

Trp Gly
P 115

<213> Artificial

<220>

Leu
Leu
20

val

His

Arg

Met

Ar

.10

GIn

g
Thr
ser
Ile
Leu

Thr

85

Ala

Gly

<223> Construccion sintética

<400> 18

ES 2533464 T3

Glu
cys
Trp

Tyr

Thr

70 .

Asn

Ile

Thr

g1n val Thr .teu §rg Glu

Thr Leu Thr Egu Thr Cys

Gly Ser ggr val Ser Trp

Trp Egu Ala His Ile Tyr

Ser

Thr

Ile

Trp
55

Ile
Met
Thr

The

ser
Thr
Ile

Trp

55 7

Gly
Phe
Arg
40

Asp

ser

AsSp

Thr

Pro

Ser

Gln

Asp

Lys

Pro

val

. 105

val
120

Gly
Phe
Ar

40g

Asp

39

Thr

Pro

ser
25

G1n-

Asp

Ala
10_
Gly
Pro
ASp
Asp
val
90

Ile

val

Ala
10
Gly

Pro

Asp

Leu
Phe
Pro
Leu
T

Asp

Gly

ser

Leu
Phe
Pro

Lys

val
ser
Gly
Y
Ser
Thr
Gly

Ser

val
Ser
Gly

Arg

Lys

Leu

LyS

-Ala

Gly

Lys

Met

LYS

TY"R

Pro

Arg:

30

Ala
Asn
Asn
Thr

Thr
110

Pfo
Arg
30

Ala

Asn

Thr
15

Lys
Leu
Pro
Gin

Y

Phe

Thr

15

LYyS

Leu

Fro

G1n‘
val
Glu
ser
val

80

ASp

Gin
val
Glu

Ser



10

15

20

Leu Arg Asn Arg Leu
65 _
val Leu Thr Met Thr
' " 85
Cys Ala Arg Arg Ala
Y 9 100 ,
T;r Trp G1 éTn'G1
Y P 11{ y

<210> 19
<211> 124
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 19

‘GIn val Thr Leu Arg
1 5

Thr Leu Thr

20

Thr Leu

Gly ser Ser 1le Ser
: 35 o

Leuy Ala His Ile

50

Trp

Leu Leu

65

Arg Asn Arg

Met Thr
.85

val Leu

Arg Ala

10

Cys Ala Arg

Tyr Trp

<210> 20
<211> 124
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 20

Gly GIn Gly

ES 2533464 T3

Thr Ile
70 -

Asn Met

,I1e Thr

Thr Thr

Glu Sser

Cys Thr

Trp 1le

Tyr Trp
55

THr
70

Ile

AsSn Met

Ile Thr

The Thr

“Thr

ser Lys
Asp Pro

Thr vail
105

val Thr

120

Gly Pro

Ser
25

Phe

Arg Gin

40

ASp Asp

ser Lys

Asp

val
105

val Thr

120

40

Pro

Asp

val
90

Ile

val

Ala

10

Gly

Pro

Asp

AsSp

val

90

Ie

va'l

Thr Ser Lys Asn Gln val
75 80

Asp Thr'ala Thr Tyr

of"

Gly Gly Gly Thr Phe As
Y Gly y 10 p

ser Ser

Thr Gin

15

Leu val Lys Pro

Phe Ser Leu Arg val

Lys
30 )

Pro Gly Lys ‘Ala Leu Glu

Lys Arg Tyr Asn Pro Ser

60

ser Lys Asn GIn val.

Asp Thr Ala Thr Tyr

98"

Gly Gly Gly Thr Phe Asp

110

Ser Ser



10

Gln
1

Gly

Tre

Lew

65

val

cys

TYIr

<210> 21
<211> 124

<212> PRT

val

Leu

Ser

Leu
50

Arg

Leu

Ala

Trp

<213> Artificial

<220>

Thr Leu grg

Thr Leu Thr
20

ser val ser
35

Ala His Xle
Asn Arg.Leu
Thr Met Thr
- 85
Arg 25 Lys

Gly GIn G1
118 Y

<223> Construccion sintética

<400> 21

GIn Leu Gln Leu GIn
1 5

Thr Leu Ser Leu Thr
20

Gly ser ggr val Ser

Trp Ile Gly His Ile
- 50 _

Leu Arg Asn arg val

ES 2533464 T3

Glu Ser
Cys Thr
Trp Ile
Tyr Trp

55

Thr Ile
70

Asn Met

Ite Thr

Thr Thr

Glu Ser
Cys Thr
Trp Ile
Tyr Trp
55

Thr Xle

Gly Pro

Phe Ser

25

Arg GIn
40
ASp Asp
ser Lys
Asp Pro
Thr val

- 105

val Thr
120

Gly Pro
val Ser

25
Arg GIn
40

ASp AsSp

ser val

41

Ala
10

Gly
Pro
asp

Asp

val

90

Ile

val

Gly
10 -
Gly
Pro

Asp

Asp

Leu
Phe
Pro
Lys
23

ASp

Gly

Ser.

Lew
Pﬁe
Pro
LyS

Thr

val
Ser
Gly
a5
ser
Thr
Gly

Ser

val
Ser
Gly
Ar

Gog

ser

Lys
Leu
Lys
it

Tyr
Lys

Ala

Gly

Lys

Leu

iy

TYr

Lys

Pro
Arg
30

Ala
Asn
Asn

Thr

Thr
110

Pro
Ar

30°
Gly

Asn

Asn

Thr

15

LYyS

Leu

Pro

GIn

a

Phe

Ser

15

Arg

Leu

Pro

Glin

Gin

val

Glu
Ser
val
80

Tyr

Asp

Glu
val
Glu
S5er

Phe



ES 2533464 T3

65 70 ' ' 75 . 80

Ser Leu Lys Leu Ser ser_val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val Tyr Tyr
85 : 90 95

Cys Ala Arg Arg Ala Ite Thr Thr val Ile Gly Gly Gly Thr Phe As
y g 103 . 105 y y , y 110 P

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu val Thr val Ser Sser
115 T 120 T _

<210> 22
<211> 124
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 22

Gin Leu G1n Leuw GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15

. — B - e = wm—— -

Thr Leu Ser 55” Thr Cys‘Thr val ggr Gly Phe Ser Leu ggg Met val

Gly ser Ser val Ser Trp Ile Arg GIn Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu
35 40 _ ' 4% .

Trp gae G1y'His Ile Tyr ;;p ASp Asp Asp Lys gsg Leu Asn Pro Ser

%gu Arg Ash Arg Va1';gr ITe Ser val Asp Thr Ser Lys Asn G1n phe

Ser Leu Lys Leu Ser Ser val Thr Ala Ala Asp Thr A1a’va1_T¥r +yr
. 85 : : 90 9

Cys Ala Arg Arg Ala Ile Thr Thr val Ile Gly Gly Gly Thr pPhe Asp
10 105 110

Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser ser
115 120 .

<210> 23
<211> 124
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 23

42



10

ES 2533464 T3

Gln Leu GIn Leu 61n Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Glu
1 . 5 10 - 15 .

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly Phe Ser Leu Arg Lys val
20 25 g 30 . -

G1y'ser'5er val ser Trp Ile Arg GIn Pro Pro Gly Lgs Gly Leu Glu
35 . 40 4 .

Trp Eae_G1y His Ile Tyr g;p ASDP Asp Asp Lgu ggg Tyr Asn Pro Ser

Leu Arg Asn Arg val Thr Ile ser val Asp Thr Ser Lys Asn Gin Phé
65 70 75 80

ser Leu Lys Leu Ser Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val Tgf Tyr

Cys Ala Arg Ar Ala Ile Thr Thr val Ile Gly Gly Gly Thr Phe Asp
100 105 - 7 110

Tyr Trp Gly G1n Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
115 - _ 120

<210> 24
<211> 124
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 24

Gln Leu GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Glu
1 5 10~ 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly Phe Ser Leu Arg Lys val
: 20 25 ' 30
Gly Ser Ser val Ser Trp Ile Arg Gin Pro Pro Gly Lgs'61y Lev Glu
.. 35 . 40 : 4 _
Trp'?&e Gly His Ile Tyr ;gp Asp'Asp AsSp Lys gEg Tyr Asn Pro ser

Leu Arg Asn Arg va) Thr ITe Ser val Asp Thr Ser Lys Asn GIn Phe
65 70 75 ' 80

43
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15

20

ES 2533464 T3

.Ser Leu Lys Leu ggr Ser val Thr

Cys Ala Arg Arg Ala Ile Thr Thr
Y 108.

LN

Met Trp Gly GIn Gly Thr Leu
115

<210> 25
<211> 124
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 25

GIn Leu GIn
1

Thr Leu Ser

Gly Ser-Ser
35

Trp Ile Gly
© 50 '

Leu Arg Asn
65

Ser Leu Lys
Cys Ala Arg

Leu Trp G1¥
11

<210> 26
<211> 124
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Leu

Leu
20

val
His
Arg
Leu
Arg
}QO

Gln

Glin
5

Thr
ser
Ile
val

ser

.85

Ala

Gly

<223> Construccion sintética

<400> 26

Glu
Cys
Trp
Tyr
Thr
70

Ser

Ile

Thr

ser

Thr

Ile

Trp
55

Ile
val

Thr

Leu

val
120

Gly
val

Arg

40

Asp

Ser

Thr

Thr

val

120

44

Ala Ala Asp Thr Ala val Tyr Tyr
90 95 _

105

Thr val Ser Ser

Pro Gly

10

ser Gly
25 :

GIn Pro

AsSp Asp
val Asp

Ala Ala
90

val Ile
105

Thr val

Leu
Phe
Pro
Lys
Thr
75

ASp

Gly

Ser

val

sSer

Gly

Arg
60

ser
Thr

Gly

Ser

Lys

Leu

i

Tyr

Lys

Ala

Gly

Pro

Arg

30

Gly

Asn

Asn

val

Thr
110

ser
15

Lys
Leu
Pro

Gln

val Ile Gly Gly'Gly Thr phe Asp
110

Glu
Vaj
Glu
ser
3

Tyr

Asp
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15

20

25

30

Gln
1

Gly

Trp

Leu

Leu

ser

Ile

50

Leu
65

¥

ser

Arg

Leu

GIn
Ser
Ser
35

Gly

Asn

Lys

Cys Ala Arg

—_

Leu
Leu
20.
‘val
His
Arg
Leu

Ar
10

Leu Trp Gly GIn
. 115

<210> 27
<211>10
<212> PRT
<213> Mus

<400> 27

<210> 28
<211>10
<212> PRT

sp.

<213> Artificial

<220>

ier Ala Ser Ser ?er Ile Ser Tyr

Gln
Thr
Ser
Ile
val
ser
85

Ala

Gly

<223> Construccion sintética

<400> 28

<210> 29

<211>123
<212> PRT
<213> Mus

<400> 29

sp.

ES 2533464 T3

Glu Ser
Cyé Thr
Trp Ile
Tyr Trp
55

Thr ile
70
Ser val

Ile Thr

Thr Leu

Gly
val
i
rep
ser
Thr
Thr

val
120

Pro

ser

25

GIn

Asp

val

Ala

val

105

Thr

Gly
10

Gly
Pro
Asp
ASp
Ala
90

Ile

val

Leu

ﬁhe'

Pro

Lys

Thr

75

AsSp

Gly

Ser

val Lys
Ser Leu
Gly Lys
o e
ser Lys
Thr A1é

Gly Gly

Ser

Met His
10

Sser Ala Ser Ser Ser Ile Ser Tyr Ser His
1 5 10

45

Pro
3%
Gly
Asn
Asn
val

Thr
110

Ser
15
LysS
Leu
Pro
Gln
Tyr
9%

Phe

Glu

val

-G1u‘

ser



10

15

20

25

30

ES 2533464 T3

GIn val Thr teu %ys ser Gly Pro Gly Ile Leu GIn Ser
1 : _ !

10

Leu Thr Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Phe ‘Ser Leu'Thr

20 | 25

het Ile g§1 ser Trp IFle Arg GIn Ser Ser Gly Lys 2}y

40

Leu Ala His Tle Tyr TFp Asp Asp Asp Lys Arg Egr Asn

"~ 50 -1

Arg Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Arg Asn

65 70 75

Leu Lys Ile Thr Ser val Asp Thr Ala Asp Thr Ala Thr

85 20

Ala Arg Arg Gly Tle Thre Thr val Leu Gly Gly 619 Thr

100. - 105

Trp Gly G]h Gly Thr Ser val Thr val Ser Ser
115 ) 120

<210> 30
<211>7
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 30

gsp Thr- Ser Lys %eu Ala Arg

<210> 31
<211>9
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 31
g?n Gln Trp Tyr grg Asn Pro Leu Thr
<210> 32
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 32

g1n_e1n Trp Tyr ger Asn' Pro Leu Thr

46

ser

Thr
30

Leu

Pro

GIn

Met

110

GIn Thr

15

ser Gly
Glu Trp
ser Leu
val Phe
80

;gl‘ Cys

Asp Tyr
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

<210> 33
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 33

gjn GIn Trp Tyr geu Asn Pro Leu Thr.

<210> 34
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética -

<400> 34

(1;'l_n Gin Trp Tyr (5;1u Asn Pro Leu Thr

<210> 35
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 35

g'ln GIn Trp Tyr I;he Asn Pro Leu Thr

<210> 36
<211>12
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 36

g'ly Phe Ser Leu);r‘g Lys -val Gly-ser igr val Ser

<210> 37
<211> 12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 37

ES 2533464 T3

47



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2533464 T3

g1y Phe ser Leu grg Lys val Gly Arg igr val ser

<210> 38
<211>12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 38

eg Phe ser Trp grg Lys val Gly ser ssr val ser
1 .

<210> 39
<211>12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 39

gly Phe ser Met-érg Lys val Gly ser ggr'Va1 ser

<210> 40
<211>12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 40

g'ly Phe Ser Leu ?rg Lys val Gly Ser Sgr“ Ile Ser
o ‘ 1

<210> 41
<211> 12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 41

(]‘:'iy Phe Ser Leu érg Arg val Gly Ser igr val. ser

<210> 42
<211> 12
<212> PRT

48
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50

ES 2533464 T3

<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 42

gly rphe ser Leu,grg Met Va] Gly ser ggr'Va1 ser

<210> 43
<211> 16
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 43

His Ile Tyr Trp Asp Asp Asp Lys Arg Tyr Asn Pro Ser Leu Arg Asn
1 5 10 - . 15

<210> 44
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 44

gis Ile Tyr Trp gsp'Asp ASp Leu Arg.Tgr-Asn Pro Ser Leu Qgg Asn
ot 1

<210> 45
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 45

gis Ile Tyr .Trp gsp ASp ASp Lys Arg igu AsSn Pro Ser Leu ggg Asn

<210> 46
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 46

49
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15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2533464 T3

His Ile Tyr Trp AsSp Asp Asp Leu Arg Tyr Asn Pro Ser Leu Arg Asn

1 D ' 10 ' ' .15

<210> 47
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 47

img Ala Ile Thr 'ghr val Ile Gly Gly g(‘l)y Thr Met Asp Tyr

<210> 48
<211> 14
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 48

?'"9 Ala Ile Thr 'ghr val Ile Gly Gly g"l)y Thr Phe Asp. Tyr

<210> 49
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 49

?r‘g Lys Ile Thr 'ghr val Ile Gly Gly g;l)y Thr Phe Asp Tyr

<210> 50
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 50

,inrg Ala 1Ile Thr 'ghr val Ile Gly Gly %y Thr Phe Asp Met

<210> 51
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

50
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15

20

25

30

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 51

Arg Ala Ile Thr ;hr‘Va1 Ile Gly Gly §3y Thr Phe Asp Leu
1 R

<210> 52

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 52

<210> 53

<211> 25

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 53

Ala Asn Tyr Cys Ser Gly Glu Cys Glu Phe val Phe Leu Gln Lys Tyr
1 , ' 5 10 ' lg

ES 2533464 T3

gsp Thr Ser Lys ;eu Ala val

Pro His Thr His Leu val His GIn Ala
_ .20 25

<210> 54
<211> 124
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 54

51
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GIn

Thr

Gly

Trp

Leu

€5

Phe

Cys

<210> 55
<211> 124

<212> PRT

val
Leu
Met
Leu
50

Lys

Leuw

Ala

TYr Trb Gly Gln Gly Thﬁ.Ser val Thr val Ser Ser
115 _ 120

<213> Artificial

<220>

Thr
Ser

Ser

- ..35 -

Ala

Ser

Lys

Arg

Leu

Leu
20

val
His
Arg

Ile

Arg

‘LyS
5

ES 2533464 T3

Glu
Thr Cys
Ser Trp

Ile Tyr

Thr
70

Leu

Thr Ser

&5

Ala Ile

100

<223> Construccion sintética

<400> 55

Ser

Ser

Ile

Trp.

55

Ile
val

Thr

Gly Pro Gly Ile
10

val sér Gly Phe

25 -
Arg 6In pPro Ser
40 :
ASp'ASp ASp Lys
Ser Lys asp Thr
75

Asp Thr ala Asp
90

Thr val

Leu Gly

‘105

52

Leu

Ser

619

Arg
60
ser

The

Gly

Gln

Leu

Arg

A1a'

Gly

Ser

Ser

30

Gly

Asn

Asn

Thr

Thr

ser GIn

15
Thr
Leu Glu

Pro Ser

val
80

GIn
Tyr Tyr
9%

Met.Asp

110

ser -
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Gln Leu
Thr Leu
Gly ser

Trp Ile
- 50

Leu Arg
.65

Ser Leu

S

Cys Ala

Tyr Trp

<210> 56
<211> 124
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

G1n

Ser

ser
35

Gly

Asn

Lys

Arg

Leu
Leu
20
val
Hi§
Arg
Leu
Ar
10

GIn

GIn
5
The
ser
Ile
val
ser
85

Ala

Gly

<223> Construccion sintética

<400> 56

ES 2533464 T3

G]u_

Cys

Trp

Tyr

Thr

70

ser

Ile

Thr

Sser

The

Ile

Trp

55

Ile

val

Thr

Leu

Gly Pro
val ser
- 25
Arg Gln

40g

AsSp Asp

Ser val

‘Thr Ala

Thr vail
105

IVal.Thr

120

Gly
10

Gly

Pro

Asp

ASp

Ala
90

Ile

val

Leu val
Phe Ser
Pro Gly
Lys Arg
60
Thr Ser
75
Asp Thr

Gly Gly

Ser Ser

Lys Pro
Leu Arg

30
Lys Gly
il

Tyr Asn

LYS Asn

Ala val

Giy Thr
110

Ser
15

Lys

‘Leu

Pro

Gin

Phe

Glu

val

Glu .

Ser

Phe
80

Tyr

ASp

GIn Leu GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Glu
1 . 5 10 : 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val ser Gly Phe Ser Leu Arg Lys val
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20 o 25

Gly ser ggr val Ser Trp Ile ﬁgg Gin Pro Pro

Trp gae Gly His Ile Tyr ;gp Asp Asp Asp Lys

Leu Arg Asn Arg val Thr Ile Ser val Asp Thr
65 70 _ 75

ser Leu Lys Leu ggr ser val Thr Ala SAa ASp

Cys Ala Arg égg Ata Ile Thr Thr val Ile Gly

105

Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser
AL 14 Y 120

<210> 57

<211>
<212>

10
PRT

<213> Artificial

<220~
<223>

<220>
<221>
<222>

Construccion sintética

X
(9)..9)

<223>XesSoA

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220~
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

57

30

Gly Lys Gly Leu Glu
Yy 4§ . Gly

Arg Leu Ash Pro Ser
60 . .

Ser Lys Asn Gln Phe
. Co 80

The Ala val Tyr Tyr
95

Gly Gly Thr Phe As
y y110 . P

sSer

ser Ala ser Ser Ser Ile Ser Tyr Xaa His
1 5 10

58

9

PRT
Artificial

Construccion sintética

X
(9)--(5)
XesS, R, LLEoF

58
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Gin GIn Trp Tyr Xaa Asn Pro Leu Thr

<210> 59
<211> 12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<220>

<221> X

<222> (4)..(4)
<223>XesL,WoM

<220>

<221> X

<222> (6)..(6)
<223>Xes K, RoM

<220>

<221> X

<222> (9)..(9)
<223>XesSoR

<400> 59

g]y Phe ser Xaa .;r‘g Xaa val Gly xaa igr‘ val Sser

<210> 60
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<220>

<221> X

<222> (8)..(8)
<223>XesKol

<220>

<221> X
<222>(10)..(10)
<223>XesYolL

<400> 60

gis Ile Tyr Trp ?Sp ASp Asp Xaa Arg >1<3a Asn Pro Ser Leu t]\_gg Asn

<210> 61
<211> 14
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<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<220>

<221> X
<222>(2)..(2)
<223>XesAoK

<220>

<221> X
<222>(12)..(12)
<223>XesMoF

<220>

<221> X

<222> (14)..(14)
<223>XesMolL

<400> 61

irg Xaa Ile Thr }'hr val 1le Gly Gly g;l)y Thr Xaa Asp Xaa

<210> 62

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 62

Cys Ser Gly Glu Cys Glu Phe val Phe Leu GIn Lys Tyr Pro His
1 ) : 10 o 15

<210> 63
<211>124
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 63

ES 2533464 T3
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GIn

Thr

Gly

Trp

Leu

65

‘Phe

Cys

<210> 64
<211> 124
<212> PRT

50
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val Thr Leu gys Glu Ser Gly Pro

Leu Ser Leu Thr Cys Ser Leu Ser
- 20 25

Met Ser val ser Trp Ile Arg GlIn
35 40
Leu Ala His ITe Tyr ;gp AsSp Asp

Arg Asn Arg Leu ;gr Ile Ser Lys

Leu Lys Ile E?r ser val Gly Thr

Ala Arg Arg Ala Ile Thr Thr val
10 . 105

Trp Gly G1n‘G1y Thr Ser val Thr
115 v 120 .

<213> Mus sp.

<400> 64

57

10

Gly pPhe Ser Leu Arg Thr
’ 30
Ser ser Gly Lgs Gly Leu
4
Asp Glu 259 Tyr Ash Pro

ASp ;gr Leu Arg Asn GIn

90

Ile Gly Gly Gly Thr Met
Y 110

val Ser Ser

Gly Ile Leu G1n Pro s§r
1

Ala Asp Thr Ala Thr Tyr

Gin
ser
Glu
Ser
val

80

Tyr

Asp
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25

GIn val Thr
1

Thr Leu Ser

Gly Met Ser

35

Trp Leu Ala
: 50

Leu Arg Asn
65

Phe Leu Lys

Cys Ala Arg
Tyr Trp Gly

<210> 65

<211>23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 65

Asp Ile GIn
1 .
Asp Arg val

<210> 66

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 66

Leu
Leu
20

val
His

Arg

Ile

Lys
5

ser
ITe
Leu

Thr
85

g Ala

Ar
100 -

Gln

Met

Thr
20

Gly

Thr
5
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Glu
Cys
Trp
Tyr
Thr
70

ser
Ile

Thr

Gin

Thr

ser

Ser

Ile

Trp

‘5%

Ile

val

Thr

sSer

Ser

Cys

aly
Leu
3
Asp
Ser
Gly

Thr

val
120

Pro

Pro
sSer
25

Gin
AsSp
Lys
Thr
val
105

Thr

Ser

Gly Met Ley
10

Gly Phe Ser
ser ser Gly
ASp Lys Arg

- 60
Asp Thr Leu

75

Ala Asp Thr
90

Ile Gly Gly

val Ser Ser

Gln
Leu
Lys
i1

Tyr
Arg

Ala

Gly

S5er

Arg.

30

Gly

Asn
AsSn
Thr

Thr
110

Ser
15

Thr
Leu
Pro
Gln
Tyr
o%

Met

GIn
Ser
Glu
Ser
val
80

Tyr

AsSp

Sser Leu Ser Ala Ser val Gly
10 : : 15

Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys.Leu Leu Ile Tyr
1 S . 10 . Ig

<210> 67

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 67
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Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Giy Ser Gly Ser Gly Thr Asp pPhe Thr
i Y 5 g y ,1oy IY p 18

- .. . - T N e -

Leu Thr Ile ggr Ser Leu Gln Pro g;u Asp Phe Ala Thr ; r Tyr Cys

<210> 68

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 68

phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
1 Y y 5 ¥ 10

<210> 69

<211>24

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 69

Gln val Thr Leu Arg Glu Ser Gly Pro Ala Leu val Lys -Thr GIn Thr
1 5 . 10 15

teu Thr Leu 'zrlar Cys Thr Phe Ser

<210>70

<211>14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 70

'{rp Ile Arg Gln Ero Pro Gly Lys Ala 'I:[Su Glu Trp Leu Ala

-

<210> 71

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 71

Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Lgs asn GIn val val Leu Thr
1 5 ‘. 1 15 :

met Thr Asn ggt Asp Pro val Asp ;Er Ala Thr Tyr Tyr gﬁs Ala Arg

<210>72

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 72
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Trp G6ly G1n Gly Thr Thr val Thr val ser ser
1 5 10

<210>73

<211> 25

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 73

GIn teu GIn Leu GIn Glu Ser .Gly Pro Gly Leu val Lys pro Ser Glu
1 5 . 10 15

“Thr Leu Ser Leu Thr Cys fhr val ser
20 25

<210>74

<211>14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 74

Irp Ile Arg Gln gro Pro Gly Lys Gly igu Glu Trp Ile Gly

<210>75

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 75

?rg val Thr Ile ger val Asp Thr Ser izs Asn GIn Phe Ser &gu Lys

Leu Ser Ser gg1 Thr Ala Ala Asp.ggr Ala val Tyr Tyr ggs Ala Arg

<210>76

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 76

Trp Gly Gin Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
1 5 - 10

<210> 77
<211> 109
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 77
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GIn Ile val

1 .

IG1u Lys val

His Trp Tyr
35

Asp Thr ser
50 '

Gly ser Gly
65 _

- ——

Asp Ala Ala

Phe Gly Ala

<210>78
<211>109
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 78

g1n val val Leu ;hr Gin
6lu Lys val Thr Met Thr
' 20

His Trp Tyr Gin GIn Lys

35

Asp fhr Ser Lys Leu A1é

50 - - :

Gly Ser Gly Thr ser Tyr

65 y 70

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr
| B

Phe Gly Ala - Gly Thr Lys
. 100 .

<210>79
<211>109
<212> PRT
<213> Mus sp.

Leu

Thr

20

GIn

Lys

Thr

Thr

Thr
Met
GTn
Leu
ser
Tyr
8BS

Thr

ES 2533464 T3

Gln

Thr
Lys

Ala

Tyr

Tynr

LyS

Ser
Cys
Pro
Serp
55

Ser

Cys

Leu

PO

Ser

Ala

Ala

- 28

Gly
40
Gly
Leu

GIn

Glu

40

61

Thr

val

Thr

GIn Trp

Leu
145

3

Ile

10 .

Ser

Ser

Pro

ITle

90

Lys

Met

Ser

Pro

Ala

Ser
75

Tyr

Arg

ser
sSer
Lys

Arg

60

Ser

Ser.

Ala

Ala
Ile
Arg
45

Phe
Met

Asn

Asp

45

L3

ser Pro Gly
15

ser Tyr Met

1

Trp Ile Tyr
Ser Gly Ser
Glu Ala Glu

" 80

Pro Leu Thr
95

Ser Pro Ala Ile Met Ser Ala Ser Leu Gly

10 15

Cys Ser Ala Ser Ser Ser val His Tyr Met
25 30 .

ser Gly Thr Ser Pro Lys Arg Trp Ile Tyr

ser Gly val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser

55 : ' 60 ‘

Ser Leu Thr Ile Ser Ser Met Glu Ala Glu
75 80

Cys GIn G)n Trp Ser Ser Asn Pro Leu Thr

' 90 . . 95

Let Glu Leu Lys -Arg Ala Asp
_ 105
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<400> 79

GIn Ile val
‘A,

Glu. Lys va)

Trp ;gr

Thr Ser

Asp
50

Gly

Ser
65

Asp Ala Ala

Phe Gly Ala

<210> 80
<211> 109
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 80

Gln Ile val
1

Glu Lys val

.His Trp ;gr

-Asp Thr ser
50

Gly Ser-61y

65

Asp Ala Ala

“Phe Gly ATa

<210> 81
<211>109

Gly

Leu Thr

Thr
20

Met

GIn Gln

LyS Leu

Thr Ser

The Egr

The

Leu Thr

Thr Met

20

Gln GIn
Leu

Lys

Thr Ser

fhr ;gf

Gly Thr
100
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GIn
Thr
Lys
Ala

Tyr
70

TYr

Lys

GIn ser

Thr Cys

Lys Ser

Ala ser

55
;5r ser

Tyr Cys

— .

Lys teu

Ser Pro Ala
s ser Ala

o 25

ser Gly Thr

49

Ser Gly val

55

Ser Leu Thr

Cys GIn Gln

Lev Glu Leu
105

Ile Ala

Met Ser
10 .

ser Ser ser val

ser Pro Lys Arg

45

Pro Ala Arg Phe
60

ser ser Met

Ile
- 75

Trp Ser Ser Asn

90

Lys Arg Ala Asp

Pro Ala §1e Met Sser Ala
0

Ser Ala sSer Ser Ser val
25 -

Gly Thr Ser Pro‘Lys Arg

40" _ 45

Gly val pPro-val arg Phe
: 60

Leu Thr I1le ;gr ser Met

GIn Gin ggp ser Abg Asn

Ser Pro Gly
15

ser Tyr Met
30

Trp Ile
ser

ser Gly

Glu
80

Glu Ala

Pro Leu Thr
95

ser Pro Gly
15

ser
30

Tyr Met
Trp Ile Tyr

ser Gly ser

Ala Glu
80

Glu

Pro Leu Thr
g5 :

éiu Leh Lys_;}g Ala Asp '
105
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<212> PRT
<213> Mus sp.
<400> 81
GIn val val Leu Thr GIn Ser Pro Ala Ile Met
1 5 10
Glu Lys Val Thr mMet Thr Cys Ser Ala Ser Ser
' 20 25
His Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Thr Ser Pro
35 40
Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly val pPro Ala
50 55
Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser
65 . 70 75
Asp Ala Ala Thr Tgr Tyr Cys. GIn Gin Trp Tyr
8 90
Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg
100 105
<210> 82
<211> 109
<212> PRT
<213> Mus sp.
<400> 82
“6In Ile val Leu Thr GIn Ser Pro Ala Ile Mét
1 5 : 10
Glu Lys val Thr Met Thr.Cys Ser Ala Ser Ser
20 25 : .
His Trp T r GIn GIn Lys Pro Gly Thr Ser Pro
' 3¥ 40 B
Asp'Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly val
50 + 55
Gly ser Gly Thr ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser
65 70 75
Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln GIn Trp Asn
' gg . 20
Phe Gly Ala Giy Thr Eys Leu Glu Leu Lys ;rg
. 100 ' 105

<210> 83

ES 2533464 T3

63

Ser Ala

ser I}e

Lys Arg

43

Arg pPhe

60

Ser Met

Asn

Ser

Ala Asb

Ser Ala

Ser Xle

Lys Arg
45

Pro Ala Arg Phe
60

Ser Met

Ser Asnty

A1a Asp

ser
Ser
30
Trp
ser

Glu

Pro

Pro Gly

15

Tyr Met .

Ile Tyr

Gly ser

Ala Glu -
80

Leu Thr
a5

ser Pro Gly
15

Ser Tyr Met

30

Trp Ile Tyr

ser Gly Ser

Glu Ala Glu
. .80

Pro Leu Thr
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<211>109
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 83

-GIn.vail
1

Glu Lys

His Trp

Asp Thr
50

Gly ser
65

Asp Ala

Phe Gly

<210> 84
<211> 109
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 84

GIn Ile-
1

Glu Lys

His Trp

Asp Thr
50

Gly ser

65

Asp Ala

Phe Gly

<210> 85
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val Leu ;hr.GTn
val Thr met Thr
20

Tyr . G1h GIn Arg
3%

Ser'Lys Leu Ala

Gly Thr Ser Tyr

70

Ala Thr Tyr'Tyr

85 :

A1a'G1y Thr Lys
100 :

val Leu-ghr_G1n"

val Thr Met Thr
20
TYr GIn GIn Lys
Ser Lys Leu Ala
GT? Thr Ser Tyr
, 70

Ala Thr Tyr Tyr
: 85

Ala Gly Thr Lys
100

Ser Pro
Cys ser

ser Gly

40

ser Gly
55
Ser Leu

Cys GlIn

Leu Glu

ser Pro

Cys Ser
Pro Gly

40

ser Gly
55 .
ser Leu

Cys GIn

Leu Glu

64

Ala

Ala

Ala

val

Thr

GIn

Leu
105

Ala
Ala
25

Thr

val

Thr

GIn

Leu
105

Ile Met

10

ser Ser

ser Pro

Pro Ala

Ile Ser
75

Tfp Thr
20

Lys Arg

Ile Met
10
ser Ser

Ser Pro

Pro.Ala

Ile Ser
7S

Trp Tyr

90

Lys Arg

ser
ser
Lys
80°
S elr
Tyr

Ala

ser
ser
Lys
259
ser
ser

Ala

A1a
val
Arg
45

Phe
Met

Asn

Asp

Ala
vaj
45
Fhe
Met
Asn

ASp

ser

Tep
ser

Glu

Pro

-Ser

Ser
30

Trp
ser
Glu

Pro

'Ego Gly
Tyr Mgt
ITe Tyr
Gly Ser
Ala Glu

80

Leuw Thr
95

Pro Gl
15 Y
Tyr Met
I1e“Tyr
Gly Ser
Ala Glu
80

Leu Thr
95
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<211>109
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 85

Gln ITe val Leu Thr GIn Ser Pro Ala Ile Met Ser Ala Sser Pro Gly
1 5 T ' 10 _ . 15
Glu Glu val ;gr Met Thr Cys ser gga Ser Ser Ser Ile ;?:gn Tyr Met

His Trp ‘é‘)srr GIn G1ln Lys Ser %y Thr Ser Pro Lys :gg Trp Ile Tyr

-

ASp ';Br‘ ser Lys Leu Ala gtser Gly val Pro aAla ggg phe ser Gly Ser

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Met Glu Ala Glu
65 70 75 80

Asp Ala Ala Thr Tgr Tyr Cys GIn'GIn Trp Asn Ser Asn Pro Leu Thr
B . 8 90 _ 95

l-=he Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg Ala As
y. 00 @ 105 r9 ATa.Ase

<210> 86
<211> 124
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 86

65
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Gin val Thr
1 .

Thr Leu ser
Gly Met Ser

Trp Leu Ala
50

Leu Arg-Ash
65

_Phe Leu Lys

Cys Ala Arg

Tyr‘Trp Gly

<210> 87
<211> 123
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 87

1

Leu Thr Leu

Met I1é val
' 35

Leu Ala His
50

Arg Asn Arg
65
Leu Trp Ile

Ala Arg Arg

Trp Gly é]n
115

Gln val -Thr

Leu
Leu
20

val
His
Arg

Ile
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Lys Glu
5 .

Thr Cys
ser Trp

ITe Tyr

Leu Thr

70.

Thr Ser

85

Arg
100

Gin

Leu

Thr
20

S5er

Ile

Ala
100

Ala Ile

Gly Thr

Lys Ser
5
Cys Ser

Trp Ile
Tyr Trp

Thr 1le
70

ser val
85 .

Ile Thr

Gly Thr ser

Ser

ser

Ile

40

LEN
55p

Ile

val

Thr

-Ser

Gly

Leu

Arg

Asp
55

ser.

Gly
Thr

val

Gly
Leu
Arg
Asp
ser

Gly

Thr

val
120

Pro
Ser

GlIn
40

Asp

val

Thr
120

66

Pro

‘Ser

25

GTn

Asp
Lys
Thr

V&l
105

Thr

Gly

G?
25y

Ser

Asp

Ile
105

val

Gly
10

Gly
sSer

Asp

ASp

‘Ala

90
Ile

val

Ile
10

Phe
ser
Lys

Thr

Ile Leu
?he ser
‘ser:Giy
e g
Thr Leu
Asp Thr

Gly Gly

ser ser

Leu Gln
Ser Leu
Gly Arg

Arg Tyr
60

Gln Ser

Leu Arg

30

.hgs Gly

Tyr.Ash
Arg Asn
Ala Thr

Gly Thr

ser GIn
15

Thr ser
teu Glu
Pro Ser

Gln val
80

g

Met Asp

110 -

ser Ser

Thr Thr
- 30

Gly Leu
45

Asn Pro

Leu Arg Asn Gin
75

-

‘As-m;hr Ala Thr‘¥§r
90p

Gl 'G1 Gly Thr Mmet
y &Iy &Iy T 110

ser

ser

GgIn Thr
15

ser Gly

Glu Trp

Ser Leu

val phe

80
TYr Cys
o%

Asp Tyr
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo anti-miostatina humanizado que comprende un polipéptido de la regién variable de cadena ligera de
la SEC ID N°: 10 y un polipéptido de la regién variable de cadena pesada de la SEC ID N°: 26.

2. Un anticuerpo anti-miostatina humanizado que comprende un polipéptido de la regidn variable de cadena ligera de
la SEC ID N°: 5 y un polipéptido de la region variable de cadena pesada de la SEC ID N°: 15.

3. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en el que el anticuerpo comprende
adicionalmente una region constante de cadena pesada seleccionada entre IgG1, 1I9G2, 1gG3, e IgG4.

4. Un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para uso como un medicamento.

5. Un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para uso en el tratamiento o
prevencion de una o mas afecciones seleccionadas entre debilidad, caquexia, atrofia muscular, debilidad muscular,
miopatia, distrofia muscular, osteoporosis, EPOC, insuficiencia o enfermedad renal, insuficiencia o enfermedad
hepatica, insuficiencia cardiaca, diabetes de tipo Il o sindrome metabdlico.

6. Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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Promiostatina

MOELOLCVYI

YLFMLIVAGE

VOLNENSEQK

ACTWRQNTKS
LPKAPPLREL
MPTESDFLMQ
REVETPTTVF
GIWQSIDVKT
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(SEC I N=: 1)
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FIG. 2 Miostatina Madura (Humana, murina, rata, pollo, pave, perro, caballo, cerdo)

1 DFGLDCDEHS TESRCCRYPL TVDFEAFGWD WIIAPKRYKA = 40
41 NYCSGECEFV FLOKYPHTHL VHQANPRGSA GPCCTPTEMSE = 80
81 PINMLYFNGK EQIIYGKIPA MVVDRCGCS 108 (SECID N* 2)
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Miostatina Madura

DFGLDCDEHSTESRCCRY PLTVDFEAFGWDWI IAPKRYEANYCSGECEFVFLOKYPHTH
DFGLDCDEHSTESRCCRY PLTVDFEAFGWDWI IAPKRYKANYCEGECEFVFLOKYPHTH
DFGLDCDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWI IAPKRYKANYCEGECEFVFLOKYPHTH
DFGLDCDEHSTESRCCRYFLTVDFEAFGWDWIIAPKRYKANYCEGECEFLFLOKYPHTH
DFGLDCDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWI IAPKRYKANYCSGECEFVFLOEYPHTH
DFGLDCDEHSTESRCCRY PLTVDFEAFGWDWI IAPKRYKANYCSGECEFVFLOKYPHTH

i
_ - ios SECID
LVHQANPRGSAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQI I¥GKIPAMVVDRCGCS -
LVHQANPRGEAGPCCTPTEMEPINMLYFNGKEQI IYGKI PAMVVDRCGCS
LVHQANPRGSAGPCCTFTEMSPINMLYFNGKEQI IYGKI PAMVVDRCGCS
LVHQANPEGSAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQI IYGKI PGMVVDRCGCS
LVHQANFPRGSAGPCCTPTEMSPINMLYFNGEGQI I YGKI PAMVVDRCGCS

LVHOANPRGSAGPCCTPTEMS PINMLYFNGKEQI I YGKI PAMVVDRCGCS

NMNMM_M
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Miostatina
GDF=11

Miostatina
GDF=11

Miostatina
GDF-11

ES 2533464 T3

Miostatina: Homologia con GDF-11

DFGLDCDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWI IAPKRYK
NLGLDCDEHSSESRCCRYPLTVDFEAFGHDWIIAPKRYK

ANYCSCECEFVFLOKYPHTHLVHOQANPRGSAGPCCTPTE
AWNYCSGOCEYMFMQEKY PHTHLVQOANPRGSAGPCCTPTE

MSPINMLYFNGKEQI IYGKIPAMVVDRCGCS (SEC ID N°: 2)
MSPINMLYFNDKQQIIYGKIPGMVVDRCGCS (SEC ID N*: 4)
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FIG.5 Regiones Variables de Cadena Pesada - Marco conservado: VH2-70:

IC7.1 (SECID N 13)
Q\F‘TLRESGPJKLVKPTQTLTLTCTFSGFELRIU.FGEE‘USHIRQPPGKHLEHLAHIE‘H’DDI!KRIHPS‘

LENRLTISKDTSENQVVLTMTNMDPVDTATYYCARRAITTVIGGETMDYWAQGTTVTVSES

32902 (SECID N°: 14)
OVTLRESGPALVKPTOTLTILTCTFSGFSLAKVESSVEWI RQPPGKALEWMIWDKRW g
LENRLTISKDTS mmmmmpmnwymmﬂwmmmmﬂmmvss

s10c2 (SECID N 15)
. Q?TLRESQPELVK?FQTLTLTCTFSGFELRR\FﬁREvEﬁIRQPPGKHLEMMIWDDDHRYHPB'
LRNRLTI SI’CDTEKHQVVLTMTHMDPUDTATYYCARRAI 'ITVIGGGTPH‘IWG‘QG'IT\FT\FSS

518H3 (SECIDN": 16}
QVTLRESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSWRKVGSSVSWIRQPPGKALEWLAHI YWDDDKRYNP S
an_t.TIsstmQWmemnpmnTﬂmnmrrw:MFDWGWSS

525D8 (SECIDN:1T)
QVTLRE EGPAL\FKPTQTLTLTCTFSGFSLRWGSE?SWI RQPPGKALEWLAHIYWDDDLRYNPS
LENRLTISKDTS KNQMTHTNHDPWTATYYCLRMITWIGGGTFDWGQGTTWE s

 LC14 (SECIDN': 14)
OVTLRESGPALVEPTOTLTLTCTFSGFSLREVGESVEW IRQPPGKALEHLAHI YWDDDERYNES
LENRELTISKDTSEKNQVVLTMTNMDPVD TATYYCARRAITTVIGGETFDYWCOGTTVTVES

HCS  (SECIDN™ 18)
Q"LFTLRESGPALVKPTQTLTLTL‘TFEGFSHRK?GEWBWIRQPPGKALEWLAHIYWDDDKRME

LRNRLTISKDTSKNQVVLTMTNMDPVDTATYY CARRAITTVIGGGTFDYWGQGTTVTVES -

HCe (SECIDN" 19)
Q\FTLRESGFRL?KPTQTLTLTCTFSEFELWGEEIEWIRQPPGKHL’ENLHHIMDEIKRYHPE

LRNRLTISKDTSKNQVVLTMTNMDPVDTATY YCARRAITIVIGGGTFDYWGQGTTVIVSE

HC16 (SEC ID N*: 20) }
QVTLRESGPALVKPTOTLTLTCTFSGFSLREVGSSVSWIRQPPGKALEWLAHI YWDDDKRYNPS
LRNRLTISKDTSKNQVVLTMTNMDPVDTATY Y CARRKI TTVIGGGTFDYWGOGTTVIVES

VHZ-70 FR1 (SECID N 69) QVTLRESGPALVKTQTLTLTCTFS
VH2-70 PR2  (SEC ID N 70) WIRQPPGKALEWLA
VH2-70 FR3  (SECIDN"T1) RLTI sm:rsmmmmenwnTnmcmq

VHZ-70 FR4 (SECIDN*:T2) WEQETTVTVSS
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FIG. 6 Regiones Variables de Cadena Pesada - Marco Conservado VHdéB

pm1 (SEC ID N*: 21)
QLOLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSCFSLRRVGS SVSWIRQPPGKGLEWIGHI YWDDDKRYNPS LRNRVT ISVDTS
KNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARRAITIVIGGGTFDYWGRGTLVIVSS :

M6 (SEC ID N': 22)
QLQI-OESGPGL\?KPSBTLSLTCTVSGFSI-RH?GBSWHIRQPPGKGLEHIGHI!WDDIJKHLHPSLRHR?TISWTS
KHQFSLKLSSWMDTA?YYEARRHWIGGGTFDWGQGTLVWSE

DM3 7T ({SEC ID N°: 56)
CLOLOESGPGLVKFSETLSLTCTVSGFS LREVES SVSWIROFFGKGLEWIGHI YWDDDERLNF SLRNRVTISVDTS
mQFsnmsswmammmnwmuarmmmsmmss -

DM41 {SEC ID N°: 23)
QWLQESGPGL?KPSETLSLTETVSGFSWGSSVSHIRQPPGKﬂLEHIGHIYH‘.DDDLR!HF&LRH‘RVTIS‘L"D‘I'S
FNQFSLELSSVTARDTAVYYCARRAITIVIGEGTFDYWGOGTLVIVSS -

DM14 (SEC ID N°: 24)
GLQLQESGPGLUKPSHLSLTWSGFSLMGSSWHIRQPPGmuEWIGHnwmmmmsnmwrsvm
KNOFSLELS SV TAADTAVY YCARRAITTIVIGGGTFDMWGQGTLVTVSS

oM1s (SEC ID N 25)
QLDLQESG?GLVKPSETLSLTCWSGManssvswmwmmmmnxmnnmmamnw:svn'rs_

KNQFSLELSSVTAADTAVYYCARRAITTVIGAGTFDLWGQGTLVTVSS

oMze (SEC ID N°: 55)
QLOLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGFSLREVGSSVSWIROPPGHGLEWIGEI YWDDDERYNP SLRNRVTISVDTS
FNQFELELSSVTAADTAVY YCARRAITTVIGEGTFDYWSOGTLVTVSS

oMz27 (SECID N* 55)
© QLOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGFELREVGSSVSWIRQPPGKGLEWIGHI YWDDDERYNPSLERNRVTISVDTS
KNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARRAI TTVIGGGTFOYWGOGTLVTVSS

oMig (SEC ID N 55)
OLOLOESGPGLVKPSETLELTCTVEGFSLRKVGE SVSWIRQPPGKGLEWI GEIYWDDDERYNFSLRNRVTISVDTS
KNOFSLELSSVTAADTAVYYCARRAI TTVIGGETFDYWGOGTLYVTVSES

oM18 {SEC D N*: 55}
QLOLOESGPGLVEPSETLELTCTVSGFELRKVEESSVEWI ROPPEKELEWI GEI YWDDDERYNF SLENRVTISVDTS
KNOPSLELSSVTRAADTAVYY CARRAITTVIGGETFDYWEOGTLVTVES

oM21 {SEC ID N°: 55)
OLOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGFSLREVGSSVEWIRQPPGKGLEWIGEI YWDDDERYNF SLRNRVTISVDTS
KNQFSLELSSVTAADTAVYYCARRAITTVIGGGTFDYWGOGTLVIVSS

€1z ({SECIDN°: 26)
QLOLOESGPGLVKPSETLELTCTVEGF S LREVAS SVEWIROFPEHGLEWI GHI ¥WDDDERLHNF SLENEVTISVDTS
 KHQFSLELSSVTAADTAVYYCARRAITTIVIGGEGTFOLWGOGTLVTVSES )

VH4-39 FR1 (SECIDN73) DI-QLQESGPGLVKPSETLELTCI“JS

VH4-39% FR2  (SECIDN%:T74) WIRQPPGKGLEWIG

VH4-39 FR3I  {SECID N 75) RVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR
VH4-39 FR4 {SEC ID N*: 76} WEQGTLVTVSS
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"

FIG.7 Region Variable de Cadena Ligera - Marco conservado: 02

7.1 (SEC ID N*: 5)
nImspssnsnswnnwrrcsassmsmmquammml.Imsmmvpsnrscsasb@mwmms
LQPEDFATYYCQQWYRNPLTFGGGTKVEIK

32902 (SECIDN:5)
DIOMTOSPSSLEASVEDRVTITCAASEE I BYMHWY QUK PGRAPKLLIYDTERLARGVPSRFEGSGESGTDFTLTISE

LQPEDFATYYCQOWYRNPLTFGGOTKVETK .

51002 (SECIDN"5)
-DIOHTQSPESLSAEVGDRVTITCB&SHBISMWEDQKPGK&PKLILI!DTEKMHGVPSRFSGHGSG‘I‘DE"I’LTISS

LOPEDFATYYCQOWYRNPLTFGGGTKVEIK

518H3 (SECIDN™5)
n:waspss.snsvenwrnmsssrsmwmnmmmnmsm-:wpsnvsasssmwmms
LQPEDFATYYCQOWYRNPLTFGGGTKVEIK

52spe (SECID N 5)
DIQM’I‘QSPSEIJSASVGDRWITL‘SRSESIS‘.!'HH‘H‘IQI‘JKFGKHPKLLIYHTSKL&RWPSRFSGSGSGTDFTLTISE :

LQPEDFATYYCQQWYRNPLTFOGGTKVEIK

LC14 (SECID N 6)
DIQNTQSPSSLSAS\FGDRVTITCEAEES:I:BWYQQKPGKAPKLLIETSMVGVPBRFSGSGEGWFTL‘I‘ISS

LOPEDFATYYCQQWYRNFLTFGGGTEVEIK

HCS  (SECID N°: 5)
nIQMTQSPESLSAstDRVTITﬂs;.ss5:smmrmxmePRL:.:man:mmvpsmvsesusGTanIss

. LQPEDFATYYCEQHYRNPLTFGGGTM IK

HCB (SEC ID N%: 5)
E'IQMTDSPSSI-SASVGDRVTI'I'C9lBBSISWYQQKPGKRPMI?M&WPSRPSGSGSG'I‘DFTLTISS

LOPEDFATYYCQQWYRNPLTFGGGTKVEIK

HC16 (SECID N 5)
DIQM‘I‘QSPSSLSA.EVGDRVTITC‘SA.EEEIE‘I‘HIIHYQEKPGKAPKLLIYD‘I&KL&RGWSRFSESGSGTDFTLTIBS

LOPEDFATYYCQOQWYRNPLTFGGGTEVEIK

02 FR1  (SECID N° 65) DIOMTOSESSLEASVGDRVTITS

0z FR2 {SEC ID N*: 66) WYQOKPGKAPKLLIY

02 FR3 {SEC ID N°: 67} GVPSRFESGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYC
02 FR4 {SEC D N ﬁﬂ} FGEGTEVEIK
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FIG. 8 Regiones Variables de CadenaLigera - Marco conservado O2

DM1 (SECID N°:T)
DIQMTQSPSSLEASVEDRVTITCEASSS IS YMHWYQQKPGKAPKLL I YDTSKLARGVPSRFSGEGSGTDFTLTISS
LOFEDFATYYCQOWYSNPLTFGGGTKVEIK

DMe (SECID N*:T)
DIWI‘DEPSSLSA.S\'GDRVTITC‘SA.EESISYIEHYOQKPGKAPKLLIYDTEKLARG\FFSRPEGSGSGTDFPLTISS

LOPEDFATY YCQOWYENPLTFGGGTEVEIR

DM37 (SECID N°: )
DIOMTOSPSSLESASVGDRVTITCSASS 8IS YMEWY QOOKPFGKAPKLLIYDTSELARGVPSRFSGSGSGTDFTLTISS
LOPEDFATYYCQOWY SNPLTFGGGTEVEIK

DM41 (SECIDN:T) :
DIQI'I"'Q3PSSLSASUGDRVTITCEA§SEIE!:'Iﬂ-m’k'QI:}KPGKH.PI{LLIYMSILIRG\FPSRFSGSGSGTDFTLTISS

LOPEDFATYYCQOWYSHEL FGG‘GTKVEIK

DM14 (SECIDN°:7) _ _
DIOMTOS PSELEASVGDRVT I TCEASS S I S YMHWY QUK PGKAPKLLI YDTSRLARGVPERFESGSGEGTDFTLTISS

LOPEDFATYYCQOWYSNPLTFGGGTEVEIK

- DM15 (SECIDN*T)
DID,M'I‘QSPSELSILSVGDFWTITEHAHBSIs:lmlmr{]oHPGmFKLLITMSIMRGVPﬂRFSGSBSBTDFTLTISS

LOPEDFATYYCQOWYSNPLTFGGGTKVEIE

DM26 (SECID N°: 8) .
DIOMTOSPSSLSASVEDRVTITCSASSSISYSHWYQOKPGKAFKLLI YDTSKLARGVPSRFSGSGSGTDFTLTISS

LOPEDFATYYCQQWYSNPLTFGGETKVEIK

DM27 (SEC ID N°: 9)
DIQMTOSPSSLSASVGDRVTITCSASSS ISYANWYQOKPGKAPKLLI YDTSKLARGVPSRFEGEGSCTDFTLTISS

LOPEDFATYYCQOWYSNPLTFGGGTKVELK

DM1e (SEC ID N* 10)
DIQMTQEPSSLSASVGDRVTITCSASSS T SYMHWY QQKPGKAPKLL I YDTSKLARGVPSRFEGECGEGTDFTLTISS

LQPEDFATYYCQOWYLNPLTFGGGTKVEIK

DM18 (SEC ID N°: 11)
DIQMTQSFSSLSHSVGDEWITCBABSSISYWWYQQKPGKRPKLLIE’DTSKLRRG‘M'PSRFSGSGSGTDPTLTISE

LQPEDFATYYCQOWYENPLTFGGGTKVELK

DM21  (SECID N 12)
DIOMTOSPSSLSASVGDRVIITCEASSST SYMHEWY QOKPGHAPKLL] YDTSKLARGVPSRFSGSGSGTOFTLTISS
LOPEDFATYYCQOWYFNPLTFGEGTKVELR

Cl2 (SECID N 10)
DIOMTOSPSELSASVEDRVTITCSASSS I SYMEWY OOKPGEAPKLLIYDTSELARGVRSRFSGSGSGTDFTLTISE

LOPEDFATYYCOOWYLNFLTFEEETKVEIK
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FIG.9 Continuacion
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FIG. 10 Figura 10 LCVR de Anticue.rpos Precursores de Murino

FAb

m =3 n W

1
QIVLTQSPAIL
QVVLTQSPAI
QIVLTQSPAI
QIVLTQSPAI
QIVLTQSPAI
QVVLTQSPAIL
QIVLTQSPAI
QVVLTQSPAI
QIVLTQSPAI
QIVLTQSPAI

41
TSPEKRWIYDT
TSPERWIYDT
TSPKRWIYDT
TSPKRWIYDT
TSPEKRWIYDT
TSPERWIYDT

- TSPKRWIYDT

ASPKRWIYDT

TSPKRWIYDT

TEPEREWIYDT

Bl
DARTYYCQOW
DAATYYCQOW
DAATYYCQQW
DARTYYCQOW
DAATYYCQQW
DARTYYCQOW
DARTYYCQOW
DAATYYCQQOW

DARTYYCQOW

DAATYYCQOW

MSASPGEKVT
MSASLGEKVT
MSASPGEKVT
MSASPGEKVT
MSASPGEKVT
MSRSPGEKVT
MSASPGEKVT
MSASPGEKVT
MSASPGEKVT
MEASPGEEVT

CDEZ2

SKLASGVPAR
SKLASGVPAR
SKLASGVPAR
SKLASGVPAR
SKLASGVPVR
SKLASGVPAR
SKLASGVPAR
SKLASGVPAR
EEKLASGVPAR
SKLASGVPAR

CDE3

YSNPLTFGAG
SENPLTFGAG
YSNPLTFGAG
SENPLTFGAG
SRNPLTFGAG
YSNPLTFGAG
NSNPLTFGAG
TYNPLTFGAG
YSNFLTFGAG
NSNPLTFGGG

78

CDR1
MTCSASSSIS
MTCSASSSVH
MTCSASSSIS
MTCSASSSVS
MTCESASSSVS
MTCSASSSIS
MTCSASSSIS
MTCSASSSVY
MTCSASSSVS
MTCEASSSIN

FSGEGESETSY
FEGEGSGETEY
FEGEGESGETEY
FEGS5GSGETSY
FSGEGEGETEY
FSGEGSGTSY
FEGSG5GTSY
FSGEGSCETSY
FSGSGSGTSY
FSGEGEGTSEY

40
YMHWYQQKPG
YMHWYQQKSG
YMHWYQQKEG
YMHWYQQKSG
YMHWYQQKSG
YMHWYQQKPG

YMHWYQQKPG

YMHWYQORSG
YMHWYQQKPG
YTMHWYQQKSG

80

SLTISSMEAE -
SLTISSMEAE
SLTISSMEAE
SLTISSMEAE
SLTISSMEAE

‘SLTISSMERE

SLTISSMEAE
SLTISSMEAE
SLTISSMEAE
SLTISSMEAE

108 .

TKLELKRAD
TKLELKRAD
TKLELKRAD
THELELEKRAD
TELELKRAD
TKLELKRAD
TFLELKRAD
TKLELKRAD
TKLELKRAD
TELELKRAD -

(SEC ID N*:77)

(SEC ID N*: 78)

(SEC ID N 77)
(SEC ID N° 79)
(SEC ID N° 80)
(SEC ID N® 81)
(SEC ID N° 82)
(SEC ID N 83)
(SEC ID Ne: 84)

(SEC ID N® 85)
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FIG.11 HCVR de Anticuerpos Precursores de Murino

FAb 1 . CDR1 40
3 OVTLKESGPGILQSSQTLSLTCSLSGFSLRTSGMSVSWIR
5 QOVTLKESGPGILOSSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMSVSWIR
7 QVTLK-SGPEILOSSQTLTLTCSLSGFSLTTSGMIVESWIR
8 QVTLKESGPGILQSSQTLSLTCSLSGFSLRTSGMSVSWIR
9 QVTLKESGPGILQSSQTLSLTCSVSGFSLSTSGMSVSWIR
10 QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSLSGFSLRTSGMSVSWIR
11 QVTLKESGPGILQSSQTLSLTCSLSGFSLRTSGMSVSWIR
12 QVTLKESGPGMLQSSQTLSLTCSLSGFSLRTSGMSVSWIR
14 QVTLKESGPGILQSSQOTLSLTCSLSGFSLRTSGMSVSWIR
15 OVTLKESGPGILOSSQTLSLTCSLSGFSLRTSGMSVSWIR

Fab 41 CDR2 80
3 QSSGKGLEWLAHIYWDDDERYNPSLRNRLTISKDTLRNQV
5 QSSGKGLEWLAHIYWDDDEKRYNPSLRSRLTISKDTSRNQV
7 QSSGRGLEWLAHIYWDDDERYNFPSLRNRLTISKDTLRNQV
8 QSSGKGLEWLAHIYWDDDERYNPSLRNELT ISKDTLRNQV

9 QPSGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPSLKSRLTISKDTSRNQV
10 QSSGKGLEWLAHIYWDDDERYNPSLRNRLTISKDTLRNQV
11 (QSSGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPSLRNRLTISKDTLRNQV
12  QSSGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPSLRNRLTISKDTLRNQV
14  QSSGKCLEWLAHIYWDDDKRYNPSLRNRLTISKDTLRNQV
15 QSSGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPSLRNRLTISKDTLRNQV

FAbL 81 ' CDR32 ' - ' -

3 FLKITSVGTADTATYYCARRAITTVIGGGTMDYWGQGTSVTVSS
5 FLEITSVDTADTATYYCARRGITTVLGGGTMDYWEQGTSVTVSS
7 FLWISSVGTADTATYYCARRAITTVIGGETMDYWGQGTSVIVES
B FLEITSVGTADTATYYCARRAITTVIGEGETMDYWEQGTSVTVSS

9 FLKITSVDTADTATYYCARRAITTVLGGGTMDYWGQGTSVTVSS
10 FLEITSVGTADTATYYCARRAITTVIGGGTMDYWGOGETSVTVES
11 FLEKITEVGTADTATYYCARRAITTVIGGETMDYWGQGETSVIVSES
1z FLEKITSVGTADTATYYCARRAITTVIGGGTMDYWGOGETSVIVES
14 FLEKITSVGTADTATYYCARRAITTVIGGETMDYWGQGTSVTIVSS
15 FLEITSVGTADTATYYCARRAITTVIGGGTMDYWGQGETSVTVES

3 (SEC ID N*: 86)
5 (SEC ID N®: 29)
7 (SEC ID N*: 87)
8 (SEC ID N 86)
9 (SEC ID N 54)
10 (SEC ID N 63
11 (SEC ID Ne: 86
12 (SEC ID N° 64)
14 (SEC ID N 86)
15 (SEC ID N 86)
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