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DESCRIPCION
Anticuerpos antagonistas contra GDF-8 y usos en el tratamiento de ALS y otros trastornos asociados con GDF-8

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la Solicitud de Patente Provisional de los Estados Unidos No.
60/709.704, presentada el 19 de agosto de 2005.

Antecedentes de la invencién
Campo de la invencién

El campo técnico de la invencion se refiere a antagonistas del factor 8 de crecimiento y diferenciacién (GDF-8), en
particular, anticuerpos contra GDF-8, por ejemplo, anticuerpos de ratéon, humanos y humanizados y sus fragmentos,
particularmente aquellos que inhiben la actividad de GDF-8 in vitro y/o in vivo. El campo se refiere ademas al
tratamiento, mejoria, prevencion, pronostico o monitorizacion de trastornos asociados a GDF-8, por ejemplo, trastornos
musculares, trastornos neuromusculares, trastornos degenerativos 6seos, trastornos 6seos metabdlicos o inducidos,
trastornos adiposos, trastornos del metabolismo de la glucosa o trastornos relacionados con la insulina, particularmente
esclerosis lateral amiotréfica ("ALS").

Estado de la técnica relacionado

El factor 8 de crecimiento y diferenciacion (GDF-8), también conocido como miostatina, es una proteina secretada y
miembro de la superfamilia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) de factores de crecimiento
estructuralmente relacionados. Los miembros de esta superfamilia poseen propiedades morfogenéticas y reguladoras
del crecimiento (Kingsley et al., (1994) Genes Dev. 8: 133-46; Hoodless et al., (1998) Curr. Topics Microbiol. Immunol.,
228: 235-72). El GDF-8 humano se sintetiza como una proteina precursora de 375 aminoacidos que forma un complejo
homodimero. Durante el procesamiento, el propéptido amino terminal, conocido como el "péptido asociado a la latencia”
(LAP), se escinde y puede permanecer unido no covalentemente al homodimero, formando un complejo inactivo
designado como "pequefio complejo latente” (Miyazono et al., (1988) J. Biol. Chem. 263: 6407-15; Wakefield et al.,
(1988) J. Biol. Chem. 263: 7646-54; Brown et al. (1999) Growth Factors 3: 35-43; Thies et al., (2001) Growth Factors 18:
251-59; Gentry et al., (1990) Biochemistry 29: 6851-57; Derynck et al. (1995) Nature 316: 701-05; Massague (1990)
Ann. Rev. Cell. Biol. 12: 597-641). Las proteinas tales como folistatina y sus parientes también se unen a los
homodimeros de GDF-8 maduros e inhiben la actividad biolégica de GDF-8 (Gamer et al. (1999) Dev. Biol. 208: 222-
32).

Una alineacién de la secuencia de aminoacidos deducida de GDF-8 de varias especies demuestra que GDF-8 esta
altamente conservada (McPherron et al. (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94: 12457-61). Las secuencias de GDF-8
humano, de ratén, de rata, de porcino y de pollo son 100% idénticas en la regién del extremo terminal C, mientras que
las de babuino, bovino y ovino difieren en solo 3 aminoacidos en el extremo terminal C. El alto grado de conservacion
de GDF-8 en todas las especies sugiere que GDF-8 tiene una funcién fisioldgica esencial.

Se ha demostrado que GDF-8 juega un papel importante en la regulacién del desarrollo muscular y la homeostasis al
inhibir tanto la proliferacion como la diferenciacion de mioblastos y células satélite (Lee y McPherron (1999) Curr. Opin
Genet. Dev. 9: 604-07; McCroskery et al. (2003) J. Cell. Biol. 162: 1135-47). Se expresa temprano en el desarrollo del
musculo esquelético, y continla expresandose en el musculo esquelético adulto, preferentemente en los tipos de
contraccion rapida. Ademas, GDF-8 sobreexpresado en ratones adultos da como resultado una pérdida muscular
significativa (Zimmers et al., (2002) Science 296: 1486-88). Ademas, se ha demostrado que las mutaciones naturales
que hacen que el gen de GDF-8 sea inactivo causan tanto hipertrofia como hiperplasia tanto en animales como en
humanos (Lee y McPherron (1997) citado mas arriba). Por ejemplo, los ratones transgénicos con inactivacién de GDF-8
se caracterizan por una marcada hipertrofia e hiperplasia del musculo esquelético y una estructura ésea cortical alterada
(McPherron et al., (1997) Nature 387: 83-90; Hamrick et al., (2000) Bone 27: 343-49). Aumentos similares en la masa
del musculo esquelético son evidentes en las mutaciones naturales de GDF-8 en el ganado (Ashmore et al. (1974)
Growth 38: 501-07; Swatland et al. (1994) J. Anim. Sci. 38: 752-57; McPherron et al., citado mas arriba, Kambadur et al.
(1997) Genome Res. 7: 910-15). Ademas, diversos estudios indican que la mayor expresion de GDF-8 esta asociada
con la perdida muscular inducida por VIH (Gonzalez-Cadavid et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 95: 14938-43).
También se ha implicado a GDF-8 en la produccion de enzimas especificas de musculo (por ejemplo, creatina quinasa)
y proliferacién de mioblastos (WO 00/43781).

Ademas de sus propiedades morfogenéticas y de regulacion del crecimiento, se cree que GDF-8 participa en
numerosos otros procesos fisioldgicos, incluida la homeostasis de la glucosa durante el desarrollo de la diabetes tipo 2,
la tolerancia alterada a la glucosa, sindromes metabdlicos (es decir, un sindrome tal como por ejemplo, sindrome X, que
implica la aparicion simultanea de un grupo de condiciones de salud, que pueden incluir resistencia a la insulina,
obesidad abdominal, dislipidemia, hipertension, inflamacion crénica, un estado protrombético, etc., que pone a una
persona en alto riesgo de diabetes tipo 2 y/o enfermedad cardiaca), resistencia a la insulina (por ejemplo, resistencia
inducida por traumas como quemaduras o desequilibrio de nitrdgeno) y trastornos del tejido adiposo (por ejemplo,
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obesidad, dislipidemia, enfermedad hepatica grasa no alcohdlica, etc.) (Kim et al. (2000) Biochem. Biophys. Res.
Comm. 281: 902-06).

Una serie de trastornos de humanos y animales estan asociados con tejido muscular funcionalmente debilitado, por
ejemplo, esclerosis lateral amiotréfica ("ALS"), distrofia muscular ("MD", que incluye distrofia muscular de Duchenne),
atrofia muscular, atrofia de drganos, fragilidad, enfermedad pulmonar obstructiva congestiva (EPOC), sarcopenia,
caquexia y sindromes de desgaste muscular causados por otras enfermedades y afecciones. Actualmente, existen
pocas terapias confiables o efectivas para tratar estos trastornos. La patologia de estas enfermedades indica un papel
potencial para la senalizacion de GDF-8 como objetivo en el tratamiento de estas enfermedades.

La ALS es una enfermedad neurodegenerativa mortal y de inicio tardio caracterizada por la degeneracién del sistema
nervioso central y atrofia muscular. La ALS generalmente se inicia con anormalidades en la forma de andar y la pérdida
de la destreza, y luego progresa a la paralisis de las extremidades y el diafragma. Si bien la mayoria de los casos de
ALS son esporadicos y de etiologia desconocida, se ha demostrado que el 5-10% de los casos son el resultado de la
herencia familiar dominante (FALS). Aproximadamente el 10-20% de los casos de FALS se atribuyen a mutaciones en
el gen de la superdxido dismutasa (SOD1) de Cu/Zn (revisado en Bruijn et al. (2004) Ann. Rev. Neurosci., 27: 723-49).
SOD1 es una metaloproteina heterodimérica que cataliza la reaccion del superéxido en perdxido de hidrégeno y
oxigeno diatdbmico, y como la pérdida de SOD1 no da lugar a la enfermedad de la neurona motora (Reaume et al.
(1996) Nat. Genet. 13: 43-47), se cree que induce la enfermedad por ganancia de funcién téxica (revisado en Bruijn et
al., citado mas arriba). Los mecanismos especificos de muerte celular neuronal inducida por SOD1 no son claros, y
pueden implicar alteraciones en el transporte axonal, respuestas celulares a proteinas mal plegadas, disfuncion
mitocondrial y excitotoxicidad (Bruijn et al., citado mas arriba).

La degeneracion de las neuronas motoras observada en ALS puede producirse a través de multiples mecanismos, que
incluyen la absorcion o la interrupcion del transporte de factores troficos por neuronas motoras (revisado en Holzbaur
(2004) Trends Cell Biol. 14: 233-40). Por lo tanto, ALS podria tratarse con terapias que rejuvenecen una neurona
degenerativa al proporcionar un entorno de supervivencia éptimo. El entorno de un nervio incluye células no neuronales
como la glia y las células musculares inervadas por la neurona motora. Este entorno proporciona factores tréficos y de
crecimiento que son endocitados por la neurona y transportados a través del transporte axonal retrogrado hacia el
cuerpo celular (Chao (2003) Neuron 39: 1-2, Holzbaur, citado mas arriba).

Se ha modelado FALS tanto en raton como en rata mediante la sobreexpresion de SOD1 mutante (Howland et al.
(2002) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99: 1604-09). Los ratones transgénicos que sobreexpresan la forma G93A de SOD1
mutante muestran debilidad y atrofia muscular a los 90 y 100 dias de edad, y tipicamente mueren cerca de los 130 dias
de edad (Gurney et al. (1994) Science 264: 1772-75). Sin embargo, la patologia subyacente inducida por SODG93A,
que incluye debilidad de la fuerza de agarre y pérdida de uniones neuromusculares, es significativa tan pronto como a
los 50 dias de edad (Frey et al. (2000) J. Neurosci. 20: 2534-42; Fisher et al. (2004) Exp. Neuro. 185: 232-40; Ligon et
al. (2005) NeuroReport 16: 533-36; Wooley et al. (2005) Muscle Nerve 32: 43-50). Las ratas transgénicas que expresan
la mutacién SODG93A siguen un curso temporal similar de degeneracion (Howland et al., citado mas arriba). Trabajos
recientes han sugerido que el desarrollo de patologia no es auténomo de las células, consistente con la hipétesis de que
la degeneracién de neuronas motoras observada en ALS ocurre a través de mudltiples mecanismos, incluyendo la
interrupcion de la captacion y el transporte de factores tréficos por la neurona motora (ver mas arriba). Clement y
colaboradores han usado ratones quiméricos para mostrar que las células no neuronales de tipo silvestre pueden
extender la supervivencia de neuronas motoras que expresan SOD1 mutante (Clement et al. (2003) Science 302: 113-
17). Estas observaciones han conducido a la investigacién de terapias que pueden ralentizar la degeneraciéon neuronal
al proporcionar un microambiente 6ptimo para la supervivencia. Por ejemplo, el tratamiento del raton SODG93A
mediante inyeccion intramuscular directa de factores de crecimiento expresados viralmente (que incluyen IGF-1, GDNF
y VEGF) prolonga la supervivencia del animal (Kaspar et al. (2003) Science 301: 839-42; Azzouz et al. (2004) Nature
429: 413-17, Wang et al. (2002) J. Neurosci. 22: 6920-28). Ademas, la expresion especifica del musculo de una
isoforma especifica de IGF-1 local (mIGF-1) estabiliza las uniones neuromusculares, aumenta la supervivencia de la
neurona motora y retrasa el inicio y la progresién de la enfermedad en el modelo de ratén transgénico SODG93A, lo que
indica que los efectos directos sobre el misculo pueden impactar el inicio y la progresién de la enfermedad en animales
SOD1 transgénicos (Dobrowolny et al. (2005) J. Cell Biol 168: 193-99). Los vinculos entre el hipermetabolismo muscular
y la vulnerabilidad de la neurona motora también se han informado en ratones con ALS, lo que respalda la hipétesis de
que los defectos en el musculo pueden contribuir a la etiologia de la enfermedad (Dupois et al. (2004) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 101: 11159-64). Por lo tanto, la mejora del crecimiento muscular deberia proporcionar un soporte local
mejorado para las neuronas motoras y, por lo tanto, producir beneficios terapéuticos.

La inhibicion de la expresion de miostatina conduce tanto a hipertrofia muscular como a hiperplasia (Lee y McPherron,
citado mas arriba, McPherron et al., citado mas arriba). La miostatina regula negativamente la regeneracion muscular
después de la lesion, y la falta de miostatina en ratones nulos en GDF-8 da como resultado una regeneracién muscular
acelerada (McCroskery et al., (2005) J. Cell. Sci. 118: 3531-41). Los anticuerpos neutralizantes de miostatina aumentan
el peso corporal, la masa de musculo esquelético y el tamano y la fuerza muscular en el misculo esquelético de ratones
de tipo silvestre (Whittemore et al. (2003) Biochem. Biophys. Res. Commun. 300: 965-71) y el raton mdx, un modelo
para distrofia muscular (Bogdanovich et al., (2002) Nature 420: 418-21: Wagner et al. (2002) Ann. Neurol. 52: 832-36).
Ademas, el anticuerpo de miostatina en estos ratones disminuy6 el dafo al diafragma, un musculo que también se ve
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comprometido durante la patogénesis de ALS. Se ha formulado la hipétesis de que la accion de los factores de
crecimiento, tal como el HGF, sobre el muasculo puede deberse a la inhibicibn de la expresién de miostatina
(McCroskery et al., (2005), véase mas arriba), ayudando asi a cambiar el "vaivén" o el equilibrio, entre la regeneracién y
la degeneracion en una direccion positiva. Por lo tanto, la inhibicién de GDF-8 se presenta como un potencial objetivo
farmacolégico para el tratamiento de ALS, distrofia muscular (MD) y otros trastornos asociados con GDF-8, por ejemplo,
trastornos neuromusculares para los cuales es deseable aumentar la masa muscular, su fuerza y tamario, etc. Con la
disponibilidad de modelos animales (raton y rata) de ALS, es posible probar la terapéutica en dos especies diferentes,
aumentando asi la confianza de los efectos terapéuticos en humanos in vivo.

Ademas de los trastornos neuromusculares en humanos, también existen afecciones relacionadas con el factor de
crecimiento asociadas con una pérdida de hueso, tales como osteoporosis y osteoartritis, que afectan
predominantemente a las mujeres ancianas y/o posmenopausicas. Ademas, las enfermedades y trastornos 6seos
metabdlicos incluyen baja masa ésea debido a la terapia crénica con glucocorticoides, insuficiencia gonadal prematura,
supresién de andrégenos, deficiencia de vitamina D, hiperparatiroidismo secundario, deficiencias nutricionales y
anorexia nerviosa. Aunque muchas terapias actuales para estas afecciones funcionan inhibiendo la resorcién ésea, una
terapia que promueva la formacion 6sea seria un tratamiento alternativo util. Debido a que GDF-8 juega un papel en el
desarrollo éseo y en el desarrollo muscular, la regulacion de GDF-8 también es un objetivo farmacoldgico excelente
para el tratamiento de trastornos degenerativos 6seos.

La solicitud internacional de patente W0O2004/037861 A2 describe anticuerpos humanos contra GDF-8 y su uso para
tratar trastornos degenerativos de musculo o hueso

Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar compuestos y métodos de tratamiento que contribuyan a un aumento
general de la masa muscular y/o la resistencia y/o la densidad ésea, etc., particularmente en humanos, y
particularmente en aquellos que sufren de ALS y otras enfermedades debilitantes de los musculos, asi como trastornos
degenerativos de los huesos. La generacion de anticuerpos neutralizantes y otras moléculas pequefias con mayor
afinidad por GDF-8 es un excelente enfoque farmacoldgico para tratar estos trastornos.

Sumario de la invencién

La invencion es como se define en las reivindicaciones adjuntas a la misma. Los antagonistas de GDF-8 de la invencion
son anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos intactos y fragmentos de unién a antigeno de los mismos), que se denominan
aqui "anticuerpos anti-GDF-8" o "anticuerpos contra GDF-8". Como se describe en este documento, un anticuerpo anti-
GDF-8 puede reducir, neutralizar y/o antagonizar al menos una actividad asociada a GDF-8 (es decir, "actividad de
GDF-8"). La presente invencién proporciona asi composiciones que comprenden estos anticuerpos contra GDF-8 para
uso para tratar diversos trastornos éseos, musculares, de glucosa y adiposos asociados con la actividad de GDF-8. La
presente divulgacion describe que los antagonistas de GDF-8, por ejemplo, anticuerpos contra GDF-8, son terapéuticos
altamente eficaces cuando se usan para tratar animales que padecen ALS, y que la administracion de tales anticuerpos
reduce el desgaste de los musculos especificos durante la patologia de ALS, por ejemplo, diafragma, gastrocnemio, etc.
Ademas, la presente invencion describe que estos antagonistas son altamente eficaces para aumentar la masa
muscular y la fuerza de agarre en animales afectados por ALS. Como resultado, la descripcién ensefia que los
anticuerpos anti-GDF-8 son composiciones eficaces para tratar trastornos asociados a GDF-8, por ejemplo, ALS,
trastornos de desgaste muscular u otros trastornos que resultan de la desregulacién de GDF-8.

Se describe aqui en un aspecto un método para tratar (por ejemplo, curar, suprimir), mejorar o prevenir (por ejemplo,
retrasar o prevenir el inicio, la recurrencia o la recaida de) un trastorno asociado a GDF-8 en un sujeto. El método
incluye: administrar al sujeto un antagonista de GDF-8, por ejemplo, un anticuerpo anti-GDF-8, en una cantidad
suficiente para tratar o prevenir el trastorno asociado a GDF-8. El antagonista de GDF-8, por ejemplo, el anticuerpo anti-
GDF-8, se puede administrar al sujeto solo o en combinacién con otras modalidades terapéuticas como se describe en
este documento. El anticuerpo contra GDF-8 se puede administrar de forma terapéutica, profilactica o ambas. En una
realizacion, el sujeto es un mamifero, por ejemplo, un ser humano que padece un trastorno asociado a GDF-8, que
incluye, por ejemplo, trastornos 6seos y musculares. Preferiblemente, el sujeto es un ser humano. Méas preferiblemente,
el sujeto es un ser humano que padece un trastorno asociado a GDF-8 como se describe en este documento.

Se proporcionan en este documento métodos terapéuticos seguros y eficaces para diagnosticar, pronosticar,
monitorizar, cribar, tratar, mejorar y/o prevenir trastornos asociados a GDF-8, por ejemplo, trastornos musculares,
trastornos neuromusculares, trastornos degenerativos éseos, metabdlicos o trastornos 6seos inducidos, trastornos
adiposos, trastornos del metabolismo de la glucosa o trastornos relacionados con la insulina que incluyen, pero no se
limitan a, homeostasis de la glucosa, diabetes tipo 2, tolerancia alterada a la glucosa, sindrome metabdlico (es decir, un
sindrome que implica la apariciéon simultdnea de un grupo de condiciones de salud, que pueden incluir resistencia a la
insulina, obesidad abdominal, dislipidemia, hipertension, inflamacioén crénica, un estado protrombético, etc., que coloca
a una persona en alto riesgo de diabetes tipo 2 y/o enfermedad cardiaca), resistencia a la insulina (por ejemplo,
resistencia inducida por trauma, como quemaduras o desequilibrio de nitrégeno), trastornos del tejido adiposo (por
ejemplo, obesidad, dislipidemia, enfermedad del higado graso no alcohdlico, etc.), pérdida muscular inducida por VIH,
distrofia muscular (incluida la distrofia muscular de Duchenne), esclerosis lateral amiotréfica ("ALS"), atrofia muscular,
atrofia de érganos, fragilidad, enfermedad pulmonar obstructiva congestiva, sarcopenia, caquexia, sindromes de pérdida
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muscular, osteoporosis, osteoartritis, enfermedades 6seas metabdlicas y trastornos metabdlicos éseos (incluida baja
masa Osea debido a terapia cronica con glucocorticoides, insuficiencia gonadal prematura, supresién androgénica,
deficiencia de vitamina D, hiperparatiroidismo secundario, deficiencias nutricionales y anorexia nerviosa). También se
proporcionan métodos terapéuticos seguros y eficaces para diagnosticar, pronosticar, monitorizar, cribar, tratar, mejorar
y/o prevenir un trastorno asociado a GDF-8, por ejemplo, un trastorno muscular en vertebrados, particularmente
mamiferos, y mas particularmente seres humanos. Lo mas preferido como trastorno asociado a GDF-8, por ejemplo,
trastorno muscular que se diagnostica, pronostica, monitoriza, criba, trata, mejora y/o previene es ALS.

También se proporcionan en el presente documento métodos para inhibir la funcién de GDF-8 in vivo o in vitro. Estos
métodos son utiles para tratar trastornos asociados a GDF-8, por ejemplo, trastornos degenerativos musculares y
Oseos, particularmente trastornos musculares tales como ALS, y para aumentar la masa muscular y/o la resistencia y/o
densidad ésea. Los métodos también son Utiles para aumentar la masa muscular y la densidad 6sea en animales
normales, incluidos, entre otros, los humanos. Los presentes métodos se pueden usar in vitro (por ejemplo, en un
sistema libre de células, en cultivo, etc.), ex vivo o in vivo. Por ejemplo, las células que expresan al receptor de GDF-8
pueden cultivarse in vitro en un medio de cultivo y ponerse en contacto, por ejemplo, con uno o mas anticuerpos anti-
GDF-8, por ejemplo, como se describe en este documento. Alternativamente, el método puede realizarse en células
presentes dentro de un sujeto, por ejemplo, como parte de un protocolo in vivo (por ejemplo, terapéutico o profilactico).

En consecuencia, en un aspecto, la invencion presenta un anticuerpo antagonista de GDF-8, que interactda con, por
ejemplo, se une a, y neutraliza y/o inhibe a GDF-8. En particular, la proteina GDF-8 unida por el anticuerpo GDF-8 es
GDF-8 de mamifero, por ejemplo, de humano, ovino y no humano. En otra realizacién, la invencién proporciona
anticuerpos que se unen a GDF-8 con alta afinidad, por ejemplo, con una Kd de al menos 107 M, preferiblemente 1078,
109, 10719, mas preferiblemente, 10" M o mayor. La afinidad y la cinética de unién del anticuerpo anti-GDF-8 pueden
probarse usando varios métodos bien conocidos, por ejemplo, tecnologia de biosensores (Biacore, Piscataway, NJ).

En una realizacion, el anticuerpo anti-GDF-8 (por ejemplo, un anticuerpo intacto o un fragmento de anticuerpo (por
ejemplo, un fragmento Fab, F(ab")2, Fv o Fv de cadena simple)) es un anticuerpo monoclonal. El anticuerpo puede ser
un anticuerpo humano, humanizado, quimérico o generado in vitro. El anticuerpo anti-GDF-8 de la invencién es un
anticuerpo humanizado.

Estos anticuerpos anti-GDF-8 pueden usarse para diagnosticar, pronosticar, monitorizar, cribar, tratar, mejorar y/o
prevenir trastornos relacionados con el metabolismo muscular, 6seo, adiposo y de la glucosa. Un ejemplo no limitante
de un anticuerpo anti-GDF-8 se denomina en este documento "RK35" e incluye anticuerpos tanto de raton como
modificados, por ejemplo, formas quiméricas o humanizadas. Las secuencias de nucledtidos y aminoacidos para la
regiéon variable de cadena pesada de RK35 de raton se exponen aqui como la SEQ ID NO: 2 y la SEQ ID NO: 3,
respectivamente. Las secuencias de nucleoétidos y aminoacidos para la region variable de cadena pesada de RK35
humanizado se exponen aqui como SEQ ID NO: 6 y SEQ ID NO: 7, respectivamente. Las secuencias de nucleétidos y
aminoacidos para la region variable de cadena ligera de RK35 de ratén se exponen aqui como la SEQ ID NO: 4 y la
SEQ ID NO: 5, respectivamente. Las secuencias de nucleotidos y aminoacidos para la region variable de cadena ligera
de RK35 humanizado se exponen aqui como la SEQ ID NO: 8 y la SEQ ID NO: 9, respectivamente.

El anticuerpo de la invenciéon es un anticuerpo humanizado para GDF-8. En una realizacién méas preferida de la
invencion, el anticuerpo esta compuesto por el dominio VH (variable pesado) expuesto en la SEQ ID NO: 7 y el dominio
VL (variable ligero) expuesto en la SEQ ID NO: 9. También se describen en la presente memoria realizaciones
adicionales que contienen uno o mas dominios VH o VL enumerados en la Tabla 1.

Otras realizaciones de la presente divulgacion comprenden un fragmento H3 de RK35, es decir, la secuencia expuesta
como la SEQ ID NO: 12. En otra realizacion mas de la presente divulgacion, un antagonista de GDF-8 comprende uno,
dos o tres regiones determinantes de complementariedad (CDR) de una region variable de cadena pesada de un
anticuerpo descrito en la presente memoria con secuencias seleccionadas de las SEQ ID NOs: 10-12 y 20-22. En otra
realizacién adicional de la presente descripcion, un antagonista comprende una, dos o tres CDR de una regién variable
de cadena ligera de un anticuerpo descrito en la presente con secuencias seleccionadas de las SEQ ID NOs: 13-15 y
23-25. En aun otra realizacion descrita y/o reivindicada en la presente memoria, el anticuerpo comprende una, dos, tres,
cuatro, cinco o seis CDR con secuencias seleccionadas de las SEQ ID NOs: 10-15 y 20-25.

Las cadenas pesada y ligera de un anticuerpo anti-GDF-8 de la invencion pueden ser de longitud completa (por
ejemplo, un anticuerpo puede incluir al menos una, y preferiblemente dos, cadenas pesadas completas, y al menos una,
y preferiblemente dos, cadenas ligeras completas) o pueden incluir un fragmento de unién a antigeno (por ejemplo, un
fragmento Fab, F(ab’)2, Fv o Fv de cadena simple ("scFv")). En otras realizaciones, la region constante de cadena
pesada del anticuerpo se elige, por ejemplo, de 1gG1, IgG2, I1gG3, 1gG4, IgM, IgA1, IgA2, IgD e IgE, particularmente se
elige, por ejemplo, de IgG1, IgG2, 1gG3 e IgG4, mas particularmente, IgG1 (por ejemplo, IgG1 humana). En otra
realizacién, la regién constante de cadena ligera del anticuerpo se selecciona, por ejemplo, de kappa o lambda,
particularmente kappa (por ejemplo, kappa humana). En una realizacién, la regién constante esta alterada, por ejemplo,
mutada, para modificar las propiedades del anticuerpo (por ejemplo, para aumentar o disminuir uno 0 mas de: la union
al receptor de Fc, glicosilacion del anticuerpo, la cantidad de residuos de cisteina, la funcién de la célula efectora, o la
funcion del complemento). Por ejemplo, la regién constante de IgG1 humana puede mutarse en uno o mas residuos, por
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ejemplo, uno o més de los residuos 117 y 120 de la SEQ ID NO: 19. En una realizacion, el anticuerpo anti-GDF-8
comprende la region constante de IgG1 humana mostrada en la SEQ ID NO: 19. En otra realizacion, el anticuerpo anti-
GDF-8 comprende una secuencia kappa humana, por ejemplo, la secuencia mostrada como la SEQ ID NO: 17.

En otra realizacion, la invencion proporciona anticuerpos contra GDF-8 como nuevos fragmentos de anticuerpos que se
unen a GDF-8 y retienen la capacidad de neutralizar o reducir la actividad de GDF-8. En una realizacion preferida, pero
no limitante, de la invencién, el fragmento de anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en un diacuerpo, un
fragmento Fab, un fragmento F(ab'")z2, un fragmento scFV y un fragmento Fv. En una realizacién més preferida descrita
y/o reivindicada en la presente memoria, el fragmento de anticuerpo esta codificado por un polinucleétido seleccionado
de las SEQ ID NOs: 2, 4, 6 u 8. El fragmento de anticuerpo puede comprender una secuencia de aminodcidos
seleccionada de un conjunto de secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NOs: 10-15 y 20-25. En otra
realizaciéon preferida descrita y/o reivindicada en el presente documento, se proporcionan nuevos fragmentos de
anticuerpo que difieren en secuencia (por ejemplo, debido a la redundancia del cédigo genético) de las secuencias
enumeradas en la Tabla 1, pero retienen la capacidad de unirse a GDF-8 y neutralizar o reducir la actividad de GDF-8.

En otra realizacion, el anticuerpo anti-GDF-8 puede comprender al menos una, dos, tres o cuatro regiones de unién a
antigeno, por ejemplo, regiones variables, que tienen una secuencia de aminoacidos como se enumera en la Tabla 1
(SEQ ID NOs: 3 0 7 para VH, y/o SEQ ID NO: 5 0 9 para VL), o una secuencia sustancialmente idéntica a la misma (por
ejemplo, una secuencia de al menos aproximadamente 85%, 90%, 95%, 99% o mas idéntica a la misma, o que difiere
enno mas de 1, 2,5, 10 o 15 residuos de aminodcidos de la SEQ ID NOs: 3, 5, 7 0 9). El anticuerpo puede incluir un
dominio VH y/o VL codificado por un &cido nucleico que tiene una secuencia de nucleétidos como se enumera en la
Tabla 1 (SEQ ID NOs: 2 0 6 para VH, y/o SEQ ID NOs: 4 u 8 para VL), o una secuencia sustancialmente idéntica a la
misma (por ejemplo, una secuencia de al menos aproximadamente 85%, 90%, 95%, 99% o mas idéntica a la misma, o
que difiera en no méas de 3, 6, 15, 30 0 45 nucledtidos de las SEQ ID NOs: 2, 4, 6 u 8). El anticuerpo puede comprender
una, dos o tres CDR de una regién variable de cadena pesada que tiene secuencias de aminoacidos enumeradas en la
Tabla 1 (SEQ ID NOs: 10-12 y 20-22), o una secuencia sustancialmente homoéloga a la misma (por ejemplo, una
secuencia al menos aproximadamente 85%, 90%, 95%, 99% o mas idéntica a la misma, y/o que tiene una o0 mas
sustituciones, por ejemplo, sustituciones conservadas). Ademas, el anticuerpo puede comprender al menos una, dos o
tres CDR de una regién variable de cadena ligera que tiene secuencias de aminoacidos enumeradas en la Tabla 1
(SEQ ID NOs: 13-15 y 23-25), o una secuencia sustancialmente homdloga a la misma (por ejemplo, una secuencia de al
menos aproximadamente 85%, 90%, 95%, 99% o mas idéntica a la misma, y/o que tiene una o mas sustituciones, por
ejemplo, sustituciones conservadas). El anticuerpo también puede comprender una, dos, tres, cuatro, cinco o seis CDR
de regiones variables de cadena pesada y ligera que tienen secuencias de aminoacidos como se enumeran en la Tabla
1 (SEQ ID NOs: 10-12 y 20-22 para las CDR de VH; y las SEQ ID NOs: 13-15 y 23-25 para las CDR de VL), o una
secuencia sustancialmente homéloga a la misma (por ejemplo, una secuencia al menos aproximadamente 85%, 90%,
95%, 99% o0 mas idéntica a la misma, y/ 0 una o mas sustituciones, por ejemplo, sustituciones conservadas).

El anticuerpo anti-GDF-8 descrito y/o reivindicado en la presente memoria puede comprender una region constante de
IgG1 humana que tiene una secuencia de aminoacidos como se expone en la SEQ ID NO: 19 o una secuencia
sustancialmente homoéloga a la misma (por ejemplo, una secuencia al menos aproximadamente 85%, 90%, 95%, 99% o
mas idéntica a la misma, o que difiere en no mas de 1, 2, 5, 10, 50 o 100 residuos de aminoacidos de la SEQ ID NO:
19). El anticuerpo anti-GDF-8 también puede comprender una cadena constante kappa humana, por ejemplo, una
cadena constante kappa humana que tiene una secuencia de aminoacidos como se expone en la SEQ ID NO: 17 o una
secuencia sustancialmente homéloga a la misma (por ejemplo, una secuencia al menos aproximadamente 85%, 90%,
95%, 99% o0 mas idéntica a la misma, o que difiere en no mas de 1, 2, 5, 10, 20 o 50 residuos de aminodcidos de la
SEQ ID NO: 17). Ademas, el anticuerpo puede comprender una regién constante de IgG1 humana y una cadena
constante de kappa humana como se describe en este documento.

También se describen y/o reivindican en la presente memoria anticuerpos codificados por polinucleétidos expuestos en
las SEQ ID NOs: 2, 4, 6 u 8. Se proporcionan anticuerpos codificados por secuencias de polinucleétidos que hibridan en
condiciones rigurosas con los polinucleétidos establecidos en las SEQ ID NOs: 2, 4, 6 u 8. En otra realizacion preferida,
los descritos y/o reivindicados en la presente memoria son anticuerpos codificados por polinucleétidos, que difieren de
las secuencias indicadas en las SEQ ID NOs: 2, 4, 6 u 8, pero debido a la degeneracion del codigo genético, codifican
una secuencia de aminoacidos expuesta en las SEQ ID NOs: 3, 5, 7,9 0 10-15.

El antagonista de GDF-8, por ejemplo, un anticuerpo anti-GDF-8, puede someterse a derivacién o unirse a otra
molécula funcional, por ejemplo, otro péptido o proteina (por ejemplo, un fragmento Fab). Por ejemplo, una proteina de
fusion o un anticuerpo, o porcion de unién a antigeno, puede estar funcionalmente unida (por ejemplo, por acoplamiento
quimico, fusion genética, asociacion no covalente o de otro tipo) a una o mas entidades moleculares, tales como un
anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo biespecifico o multiespecifico), toxinas, radioisétopos, agentes citotdéxicos o
citostaticos, entre otros.

Un aspecto adicional de la invencién proporciona como antagonistas de GDF-8 polinucleétidos purificados y aislados
que codifican los anticuerpos anti-GDF-8 de la invencién. En una realizacion, la invencién proporciona polinucleétidos
que comprenden una secuencia que codifica una VH (SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 7), VL (SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID NO:
9), y/o CDR (SEQ ID NOs: 10-15 y 20-25) como se enumeran en la Tabla 1. También se proporcionan aqui
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polinucleétidos que hibridan en condiciones rigurosas con acidos nucleicos que codifican una VH, VL o CDR (SEQ ID
NOs: 3, 5, 7, 9, 10-15 0 20-25) como se enumera en la Tabla 1. También se proporcionan aqui polinucleétidos que
comprenden las SEQ ID NOs: 2, 4, 6 u 8 o fragmentos de las SEQ ID NOs: 2, 4, 6 u 8. También se proporcionan
polinucleétidos que hibridan bajo condiciones rigurosas con las SEQ ID NOs: 2, 4, 6 u 8. Otro aspecto de la invencion
proporciona células huésped y vectores que comprenden los polinucleétidos de la invencion como antagonistas de
GDF-8.

Los anticuerpos de la invencién poseen varias propiedades Utiles. En primer lugar, los anticuerpos son capaces de
unirse a GDF-8 maduro con alta afinidad. En segundo lugar, los anticuerpos descritos inhiben la actividad de GDF-8 in
vitro e in vivo. En tercer lugar, los anticuerpos descritos inhiben la actividad de GDF-8 asociada con la regulacion
negativa de la masa del musculo esquelético y la densidad ésea. En cuarto lugar, los anticuerpos descritos son un
tratamiento efectivo para trastornos musculares, particularmente ALS. Estos anticuerpos tienen muchos usos
adicionales, que incluyen el diagnéstico, el pronéstico, la monitorizacion, el cribado, el tratamiento, la mejora y/o la
prevencién de trastornos asociados a GDF-8, por ejemplo, trastornos asociados a los muisculos y/u éseos.

Otros aspectos de la invencidn proporcionan composiciones que comprenden un anticuerpo anti-GDF-8 de la invencién,
y el uso de tales composiciones para inhibir o neutralizar GDF-8 en animales, particularmente en humanos u otros
animales con trastornos musculares tales como ALS. Los anticuerpos de la invencion también pueden usarse en un
trastorno asociado a GDF-8, por ejemplo, en un trastorno en el que es deseable aumentar el tejido muscular o la
densidad 6sea. Por ejemplo, los anticuerpos anti-GDF-8 pueden usarse en terapias y composiciones para reparar el
musculo danado, por ejemplo, miocardio, diafragma, etc. Los trastornos y enfermedades asociados con GDF-8 a modo
de ejemplo, tratados por los métodos divulgados y composiciones incluyen trastornos musculares y neuromusculares
como la distrofia muscular (incluida la distrofia muscular de Duchenne); la esclerosis lateral amiotréfica; atrofia
muscular; atrofia organica; fragilidad; sindrome de tunel; enfermedad pulmonar obstructiva congestiva (EPOC);
sarcopenia, caquexia y otros sindromes de desgaste muscular; trastornos del tejido adiposo (por ejemplo, obesidad);
diabetes tipo 2; intolerancia a la glucosa; sindromes metabdlicos (por ejemplo, sindrome X); resistencia a la insulina
(que incluye resistencia inducida por trauma, por ejemplo, quemaduras o desequilibrio de nitrégeno) y enfermedades
degenerativas de los huesos (por ejemplo, osteoartritis y osteoporosis). En una realizacion preferida, pero no limitante,
de la invencién, una composicién que contiene un anticuerpo anti-GDF-8 se usa en un método para tratar, reducir o
mejorar ALS.

En otro aspecto, la invencién proporciona composiciones, por ejemplo, composiciones farmacéuticas, que incluyen un
vehiculo farmacéuticamente aceptable y al menos un anticuerpo anti-GDF-8 reivindicado en este documento. En una
realizacién, las composiciones, por ejemplo, composiciones farmacéuticas, comprenden una combinacién de dos o mas
de los anticuerpos anti-GDF-8 antes mencionados o fragmentos de los mismos. También estan dentro del alcance de la
invencion las combinaciones de un anticuerpo anti-GDF-8 con un agente terapéutico, por ejemplo, inhibidores del factor
de crecimiento, inmunosupresores, agentes antiinflamatorios (por ejemplo, agentes antiinflamatorios sistémicos),
inhibidores metabodlicos, inhibidores de enzimas, y/o agentes citotdxicos o citostaticos.

En aun otra realizacion, el anticuerpo anti-GDF-8, o una composicién farmacéutica del mismo, se administra solo o en
terapia de combinacion, es decir, combinado con otros agentes, por ejemplo, agentes terapéuticos, que son Utiles para
tratar trastornos asociados con GDF-8.

Ademas del uso en el tratamiento de diversas enfermedades o trastornos, los anticuerpos anti-GDF-8 pueden usarse
como herramientas de diagnéstico para detectar cuantitativamente o cualitativamente la proteina GDF-8 o los
fragmentos de la proteina en una muestra bioldgica. La presencia o cantidad de proteina GDF-8 detectada se puede
correlacionar con una o mas de las afecciones médicas enumeradas aqui. Por lo tanto, aqui se proporcionan métodos
para diagnosticar, pronosticar, monitorizar y/o detectar trastornos asociados a GDF-8.

En otro aspecto, la presente divulgacién proporciona un método para detectar la presencia de GDF-8 en una muestra in
vitro (por ejemplo, una muestra bioldgica, tal como suero, plasma, tejido, biopsia). El presente método se puede usar
para diagnosticar un trastorno asociado a GDF-8, por ejemplo, un trastorno asociado al metabolismo éseo, muscular,
adiposo o de la glucosa. El método incluye: (i) poner en contacto la muestra o una muestra de control con un anticuerpo
anti-GDF-8 como se describe en este documento; y (ii) detectar la formacién de un complejo entre el anticuerpo anti-
GDF-8 y la muestra o la muestra de control, donde un cambio sustancialmente significativo en la formacién del complejo
en la muestra con respecto a la muestra control es indicativo de la presencia de GDF-8 en la muestra.

En otro aspecto mas, la presente descripcion proporciona un método para detectar la presencia de GDF-8 in vivo en un
sujeto (por ejemplo, formacién de imagenes in vivo en un sujeto). El presente método se puede usar para diagnosticar
un trastorno asociado a GDF-8, por ejemplo, ALS. El método incluye: (i) administrar un anticuerpo anti-GDF-8 como se
describe en el presente documento a un sujeto o sujeto de control en condiciones que permitan la unién del anticuerpo a
GDF-8; y (ii) detectar la formacion de un complejo entre el anticuerpo y GDF-8, donde una diferencia sustancialmente
significativa en la formacién del complejo en el sujeto con respecto al sujeto de control proporciona una indicacion
relacionada con la presencia de GDF-8.
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Otras realizaciones de la presente divulgacion proporcionan un método para diagnosticar o detectar si un paciente
padece un trastorno asociado a GDF-8 (por ejemplo, trastorno muscular, trastorno neuromuscular, trastorno
degenerativo 6seo, trastorno éseo metabdlico o inducido, trastorno adiposo, trastorno del metabolismo de la glucosa o
trastorno relacionado con la insulina) que comprende las etapas de: (a) obtener una muestra de un paciente de interés;
(b) poner en contacto la muestra con un anticuerpo anti-GDF-8 como se describe en este documento; (c) determinar el
nivel de GDF-8 presente en la muestra del paciente; y (d) comparar el nivel de GDF-8 en la muestra del paciente con el
nivel de GDF-8 en una muestra control, donde un aumento, disminucién o similitud sustancial en el nivel de GDF-8 en la
muestra del paciente en comparacion con el nivel de GDF-8 en la muestra de control indica si el paciente padece un
trastorno asociado a GDF-8.

Otra realizacion adicional de la divulgacion es un método para diagnosticar o detectar si un paciente padece un
trastorno asociado a GDF-8 descrito en la presente memoria que comprende las etapas de: (a) obtener una primera
muestra tomada del paciente de interés; (b) poner en contacto la primera muestra con un anticuerpo anti-GDF-8 como
se describe en este documento; (c) determinar el nivel de un GDF-8 en la primera muestra; (d) obtener una segunda
muestra de un individuo que no esta afectado por el trastorno asociado a GDF-8; (e) poner en contacto la segunda
muestra con un anticuerpo anti-GDF-8 como se describe en este documento; (f) determinar el nivel de GDF-8 en la
segunda muestra; y (g) comparar los niveles de GDF-8 en la primera y segunda muestras, en donde un aumento,
disminucion o similitud sustancial en el nivel de la primera muestra en comparacion con la segunda muestra indica si el
paciente esta sufriendo de un trastorno asociado con GDF-8 causado (en parte o en su totalidad) por la sobreexpresion
de GDF-8. Por ejemplo, un aumento en el nivel de GDF-8 en la primera muestra en comparacién con la segunda
muestra puede indicar que el paciente padece el trastorno asociado con GDF-8. Por el contrario, una disminucién o
similitud en el nivel de GDF-8 en la primera muestra en comparacion con la segunda muestra puede indicar que el
paciente no padece el trastorno asociado a GDF-8.

Los anticuerpos de la invencion también son Utiles en métodos para pronosticar la probabilidad de que un paciente
desarrolle un trastorno asociado a GDF-8, por ejemplo, un trastorno muscular, trastorno neuromuscular, trastorno
degenerativo 6seo, trastorno éseo metabdlico o inducido, trastorno adiposo, trastorno del metabolismo de la glucosa o
trastorno relacionado con la insulina. En una realizacion preferida, pero no limitativa, de la divulgacién, el método
comprende las etapas de: (a) obtener una primera muestra de un paciente de interés; (b) poner en contacto la primera
muestra con un anticuerpo anti-GDF-8 como se describe en este documento; (c) determinar el nivel de GDF-8 en la
primera muestra; (d) obtener una segunda muestra de un individuo que no esta afectado por el trastorno asociado a
GDF-8; (e) poner en contacto la segunda muestra con un anticuerpo anti-GDF-8 como se describe en este documento;
(f) determinar el nivel de GDF-8 en la segunda muestra; y (g) comparar los niveles de GDF-8 en la primera y la segunda
muestras, donde un aumento, disminucién o similitud en el nivel de GDF-8 en la primera muestra en comparacién con la
segunda muestra indica la probabilidad de que el paciente desarrolle el trastorno asociado a GDF-8. Por ejemplo, para
un trastorno asociado a GDF-8 causado (en parte o en su totalidad) por la sobreexpresion de GDF-8, es probable que el
paciente desarrolle el trastorno asociado a GDF-8 si la primera muestra tiene un mayor nivel de GDF-8 en comparacion
con la segunda muestra. Por el contrario, para un trastorno asociado a GDF-8 causado (en parte o en su totalidad) por
la sobreexpresion de GDF-8, es poco probable que el paciente desarrolle el trastorno asociado a GDF-8 si la primera
muestra tiene un nivel similar o menor de GDF-8 en comparacién con la segunda muestra.

Los anticuerpos de la invencién también son utiles en métodos de monitorizacién de la gravedad de un trastorno
asociado a GDF-8, por ejemplo, trastorno muscular, trastorno neuromuscular, trastorno degenerativo éseo, trastorno
6seo metabdlico o inducido, trastorno adiposo, trastorno del metabolismo de la glucosa, o trastorno relacionado con la
insulina. En una realizacion preferida, pero no limitativa, el método comprende las etapas de: (a) obtener una primera
muestra tomada de un paciente de interés en un primer punto de tiempo; (b) poner en contacto la primera muestra con
un anticuerpo anti-GDF-8 como se describe en este documento; (c) determinar el nivel de GDF-8 en la primera muestra;
(d) obtener una segunda muestra tomada del paciente en un segundo punto de tiempo; (e) poner en contacto la
segunda muestra con un anticuerpo anti-GDF-8 como se describe en este documento; (f) determinar el nivel de GDF-8
en la segunda muestra; y (g) comparar los niveles de GDF-8 en la primera y segunda muestras, donde un aumento,
disminucion o similitud en el nivel de GDF-8 en la segunda muestra indica si el trastorno asociado con GDF-8 ha
cambiado en severidad. En una realizacion, se usa un método de monitorizacién de la invencién para monitorizar ALS, y
una disminucién en el nivel de GDF-8 en la segunda muestra indica que la ALS ha disminuido en severidad.

Un método adicional para monitorizar un trastorno como se describe en la presente memoria comprende las etapas de:
(a) obtener una primera muestra de un paciente de interés; (b) poner en contacto la primera muestra con un anticuerpo
anti-GDF-8 como se describe en este documento; (c) determinar el nivel de GDF-8 en la primera muestra; (d) obtener
una segunda muestra de un individuo que no padece un trastorno muscular, trastorno neuromuscular, trastorno
degenerativo 6seo, trastorno éseo metabdlico o inducido, trastorno adiposo, trastorno del metabolismo de la glucosa o
trastorno relacionado con la insulina; (e) poner en contacto la segunda muestra con un anticuerpo anti-GDF-8 como se
describe en este documento; (f) determinar el nivel de GDF-8 en la segunda muestra; y (g) comparar los niveles de
GDF-8 en la primera y segunda muestras, donde un aumento, disminucién o similitud en el nivel de GDF-8 en la primera
muestra en comparacién con la segunda muestra indica la gravedad del trastorno causado por GDF-8 en ese punto. En
una realizacion de la divulgacion, se usa un método de monitorizacién de la invencién para monitorizar ALS, y una
disminucion o similitud en el nivel de GDF-8 en la primera muestra en comparacion con la segunda muestra indica que
ALS tiene una severidad baja.
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Preferiblemente, el anticuerpo esta marcado directa o indirectamente con una sustancia detectable para facilitar la
deteccion del anticuerpo unido o no unido. Las sustancias detectables adecuadas incluyen diversas enzimas, grupos
prostéticos, materiales fluorescentes, materiales luminiscentes y materiales radiactivos.

Los métodos para administrar o dirigir un antagonista de la invencién, por ejemplo, un anticuerpo, a una célula que
expresa GDF-8 in vivo también se describen en este documento.

Los kits que comprenden los antagonistas de GDF-8, por ejemplo, los anticuerpos anti-GDF-8, de la invencion para
usos terapéuticos y de diagndstico también se describen en este documento.

Los objetos adicionales de la invencién se expondran en la siguiente descripcion. Diversos objetos, aspectos y ventajas
de la invencion se entenderan y alcanzaran por medio de los elementos y combinaciones sefialados particularmente en
las reivindicaciones.

Debe entenderse que tanto la descripcién general anterior como la siguiente descripcion detallada son solo ilustrativas y
explicativas, y no son restrictivas de la invencion tal como se reivindica.

Breve descripcion de los dibujos

FIG. 1. Caracterizacién del anticuerpo anti-GDF-8 RK35. A. Unién directa del anticuerpo RK35 a GDF-8, medida en un
ensayo ELISA con GDF-8 biotinilado. La afinidad de unién del anticuerpo RK35 (circulos) por GDF-8 se determiné que
era 4 nM. La IgG de control no muestra unién apreciable (cuadrados). B. Efecto del anticuerpo RK35 sobre la unién de
GDF-8 a su receptor de alta afinidad. En un ELISA de competicién que usa el receptor de alta afinidad GDF-8, se usé
ActRIIB para medir la actividad inhibidora de GDF-8 de RK35. La unién de GDF-8 biotinilado a la proteina quimérica
humana inmovilizada ActRIIB fusionada a la region constante de IgG humana (Fc) se evalu6 en ausencia (diamantes) o
presencia de diversas concentraciones del mAb RK35, ActRIIB soluble o IgG de control. El receptor soluble ActRIIB-Fc
(cuadrados) y la IgG de ratén irrelevante (triangulos) se usaron como controles positivos y negativos, respectivamente.
RK35 (circulos) bloqueé la uniéon de GDF-8 biotinilado a ActRIIB inmovilizado con una ICso ~ 2,5 nM. C. Inhibicion de la
transduccion de sefal inducida por GDF-8. Las células de rabdomiosarcoma que expresan un gen de fusion de
promotor de TGF-B-luciferasa se trataron con 10 ng/mL de GDF-8 en ausencia (cuadrados) o presencia (circulos) de
concentraciones variables de anticuerpo RK35. RK35 redujo la induccién de GDF-8 de la actividad luciferasa de una
manera sensible a la dosis, con una ICso de 0,2 nM. La sefial de fondo (diamantes) se midi6 sin adicién de GDF-8.

FIG. 2. La inhibicién de la miostatina conduce a un aumento del peso corporal y al aumento de la masa muscular tanto
en ratones SODG93A como en ratas. A. Pesos corporales de ratones SODG93A tratados con RK35 (cuadrados) (n =
11) y tratados con PBS (diamantes) (n = 11) y ratones de control de camada tratados con PBS (tipo silvestre)
(triangulos) (n = 9). B. Pesos corporales de ratas SODG93A machos (circulos) y hembras (triangulos) tratadas con
RK35 y machos (cuadrados) y hembras (diamantes) tratados con PBS (n = 10 por grupo). C. Masa muscular de ratones
SODG93A tratados con RK35 y PBS y ratones de control de camada tratados con PBS (n = 9-12) durante la
enfermedad en estadio temprano. Se determinaron los pesos humedos para los masculos gastrocnemio (gastroc), tibial
craneal (tibial), cuadriceps (cuad) y diafragma (diafragma) de ratones de 88 dias de edad tratados con PBS (barras
negras), ratones SODG93A tratados con PBS (blanco barras), y ratones SODG93A tratados con RK35 (barras grises).
D. Masa muscular de ratas SODG93A, tratadas con PBS (barras blancas) o RK35 (barras grises), en la etapa temprana
de la enfermedad (~ 95 dias) (n = 7 por grupo). E. Masa muscular de ratones de tipo silvestre tratados con PBS (barras
negras), ratones SODG93A tratados con PBS (barras blancas) y ratones SODG93A tratados con RK35 (barras grises)
en la etapa terminal de la enfermedad (~ 134 dias). F. Masa muscular de ratas SODG93A, tratadas con PBS (barras
blancas) o RK35 (barras grises) en la etapa terminal de la enfermedad (~ 128 dias). Los asteriscos (*) indican
diferencias estadisticas (p < 0,05) entre los grupos indicados.

FIG. 3. La inhibiciéon de la miostatina aumenta la fuerza muscular en ratones y ratas SODG93A. A. Fuerza de prension
de los miembros posteriores en ratones de tipo silvestre tratados con PBS (tridngulos) y ratones SODG93A tratados con
PBS (diamantes) o RK35 (cuadrados) en funcion de la edad. La fuerza de agarre de la extremidad posterior se expresa
como la compresion en kilogramos (kg). B. Fuerza de agarre de la extremidad anterior en ratones de tipo silvestre
tratados con PBS (triangulos) y ratones SODG93A tratados con PBS (diamantes) o RK35 (cuadrados) en funcién de la
edad. C. Fuerza de agarre de la extremidad anterior en ratas de tipo silvestre tratadas con PBS (WT + PBS), o ratas
SODG93A tratadas con PBS (SOD + PBS) o RK35 (SOD + RK35). Para las ratas, se tomaron medidas durante un
intervalo de 4 semanas correspondiente a la fase temprana de la enfermedad, entre 95 y 110 dias de edad. La fuerza
de agarre de la extremidad anterior se expresa como la tensién en kilogramos (kg). Los asteriscos (*) indican una
diferencia estadisticamente significativa (p <0,0001) entre los grupos indicados.

FIG. 4. Efectos de la inhibicion de la miostatina sobre la estructura y la funcion muscular en roedores SODG93A. La
tincion con hematoxilina y eosina del muasculo gastrocnemio medial de ratones a los 88 dias indica una atrofia
significativa en (B) ratones SODG93A tratados con PBS, en comparacion con (A) ratones SODG93A de tipo silvestre o
(C) tratados con RK35. La tincién con hematoxilina y eosina del musculo gastrocnemio medial de ratones SODG93A
tratados con PBS y tratados con RK35 en el estadio final indica tanto atrofia muscular significativa como nucleos
situados centralmente (puntas de flecha) en comparacién con (D) gastrocnemio de raton de tipo silvestre. Tincion con
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hematoxilina y eosina del diafragma de (G) ratones de tipo silvestre tratados con PBS y (H) ratones SODG93A tratados
con PBS o (l) tratados con RK35, respectivamente, en la etapa terminal. Los ejemplos de miofibras atréficas estan
marcados ("a"). El asterisco en el panel H denota la divisién de la fibra. Las barras mostradas denotan 50 um en escala
en los paneles A-F y 25 pm en los paneles G-l. Panel J: Patron de interferencia de EMG que muestra rafagas
inspiratorias, registradas a partir de los musculos del diafragma de ratas silvestres tratadas con PBS (WT + PBS) o ratas
SODG93A tratadas con PBS (SOD + PBS) o RK35 (SOD + RK35). Panel K: tasas de pico de rafagas de EMG (en Hz)
de los musculos del diafragma de ratas de tipo silvestre (n = 4), y de ratas SODG93A tratadas con vehiculo (PBS, n = 9)
o RK35 (n = 8). Los asteriscos (*) denotan una diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) entre los grupos
indicados.

FIG. 5. El tratamiento con RK35 muestra la disminucion en el diametro de la fibra muscular en el misculo gastrocnemio
a través de la enfermedad en etapa temprana en ratones SODG93A, y en el diafragma a través de la enfermedad en
etapa terminal. Los diametros de fibra se midieron por morfometria en gastrocnemio, el musculo de ratones SODG93A
tratados con PBS (A) y tratados con RK35 (B) y ratones de tipo silvestre tratados con PBS (C) a los 88 dias. Los
promedios fueron significativamente diferentes por ANOVA (p <0,0001); Las comparaciones por pares mediante la
prueba posterior de comparacion multiple de Tukey también fueron significativas (p < 0,001). En la etapa terminal, no se
observaron diferencias significativas en la distribuciéon de fibra en el masculo gastrocnemio de ratones SODG93A
tratados con PBS y tratados con RK35 (datos no mostrados). D. Andlisis de los didametros de las fibras del masculo del
diafragma de los ratones SODG93A tratados con PBS y tratados con RK35 en etapa terminal en comparacion con los
ratones de control de la misma edad de tipo silvestre. El musculo del diafragma de ratones SODG93A tratados con
RK35 muestra una distribucion del diametro de fibra intermedia entre ratones SODG93A tratados con PBS y ratones de
control de tipo silvestre en la etapa terminal. Los promedios fueron significativamente diferentes por ANOVA (p <
0,0001); las comparaciones por pares mediante la prueba posterior de comparacién multiple de Tukey también fueron
significativas (p < 0,01). Se analizaron tres musculos por grupo; se tomaron medidas lineales del didmetro maximo del
eje menor de al menos doscientas fibras, utilizando el software Zeiss Axiovision. Los diametros de fibra se agruparon en
intervalos de 20 um, y se generaron histogramas de frecuencia para cada grupo muscular.

FIG. 6. Efecto del tratamiento anti-miostatina en la pérdida de neuronas motoras en el asta ventral de la médula espinal.
Se muestran analisis estereolégicos de neuronas motoras de gran tamano (area mayor a 300 (um?) de las regiones L3-
5 del asta ventral de ratones SODG93A tratados con PBS (SOD + PBS) o RK35 (SOD + RK35) en enfermedad en etapa
temprana (A) y en etapa terminal (C) en comparacion con ratones de edad similar (WT + PBS). El tratamiento con RK35
mostré una tendencia a revertir la pérdida de neuronas motoras (p = 0,08) en la enfermedad en etapa temprana (A). Los
recuentos individuales de neuronas motoras sanas grandes con nucléolos visibles se realizaron en secciones L3-5
tefiidas con NISSL de ratones SODG93A tratados con PBS o RK35 en enfermedad (B) etapa temprana y (D) en etapa
terminal en comparacion con ratones de tipo silvestre de la misma edad. Para cada seccion, se contaron las dos astas
ventrales (un total de 20 astas ventrales por animal) y los datos se representan como el nimero promedio de neuronas
motoras grandes por asta ventral. Los asteriscos (*) indican diferencias estadisticamente significativas (P < 0,001) entre
los grupos indicados. Imagenes representativas de secciones de asta ventral tefiidas con NISSL (20 aumentos) se
muestran para ratones de tipo silvestre (E y H) tratados con PBS, ratones SODG93A (F e I) tratados con PBS y ratones
SODG93A (G y J) tratados con RK35 analizados con enfermedad en etapa temprana (88 dias) (E-G) y en etapa
terminal (134 dias; H-J). La barra indica una escala de 200 ym.

FIG. 7. Mapeo de epitopos de GDF-8 para el anticuerpo RK35. Los sitios de unién en GDF-8 para RK35 se identificaron
usando péptidos solapantes de 13 aminoacidos de GDF-8 humano. Los sitios de contacto de RK35 con GDF-8 estan en
negrita.

FIG. 8. Alineacion de las regiones variables de cadena ligera y cadena pesada de RK35 (VL y VH, respectivamente) con
las estructuras de linea germinal humana DPK9 y DP-47, respectivamente. Los aminoacidos de las cadenas variables
de RK35 murino (MRK35) que se cambian en las regiones de RK35 humanizadas (HuRK35) se designan con un
asterisco (*) y estan en negrita; las regiones determinantes de complementariedad de RK35 estan enmarcadas y
subrayadas.

Descripcion detallada de la invencion
I. Definiciones

"Anticuerpo”, como se usa en el presente documento, se refiere a una inmunoglobulina o una parte de la misma, y
abarca cualquier polipéptido que comprende un sitio de unién al antigeno independientemente de la fuente, la especie
de origen, el método de produccion y las caracteristicas. Para los fines de la presente invencion, también incluye, a
menos que se indique lo contrario, fragmentos de anticuerpos tales como Fab, F(ab’)2, Fv, scFv, diacuerpos y otros
fragmentos de anticuerpo que conservan la funcién de unién al antigeno. Los anticuerpos pueden elaborarse, por
ejemplo, mediante técnicas de hibridoma tradicionales, métodos de ADN recombinante o técnicas de presentacion en
fagos usando bibliotecas de anticuerpos. Para otras diversas técnicas de produccion de anticuerpos, véase Antibodies:
A Laboratory Manual, eds. Harlow et al., Cold Spring Harbor Laboratory, 1988.
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El término "dominio de unién al antigeno" se refiere a la parte de una molécula de anticuerpo que comprende el area
que se une especificamente o es complementaria a una parte o la totalidad de un antigeno. Cuando un antigeno es
grande, un anticuerpo solo puede unirse a una parte particular del antigeno. El "epitopo" o "determinante antigénico" es
una porcién de una molécula de antigeno que es responsable de las interacciones con el dominio de unién al antigeno
de un anticuerpo. Un dominio de unién al antigeno puede proporcionarse por uno o mas dominios variables de
anticuerpo (por ejemplo, el denominado fragmento de anticuerpo Fd que consiste en un dominio VH). Un dominio de
unién al antigeno puede comprender una regién variable de cadena ligera de anticuerpo (VL) y una regién variable de
cadena pesada de anticuerpo (VH).

El término "GDF-8" se refiere a un factor 8 de crecimiento y diferenciacion especifico, pero no a otros factores que estan
estructuralmente o funcionalmente relacionados con GDF-8, por ejemplo, BMP-11 y otros factores que pertenecen a la
superfamilia de TGF-B. El término se refiere a la forma precursora no procesada de longitud completa de GDF-8, asi
como a las formas maduras y del propéptido que resultan de la escisidon postraduccional. El término también se refiere a
cualquiera de los fragmentos y variantes de GDF-8 que mantengan al menos algunas actividades bioldgicas asociadas
con GDF-8 maduro, tal como se discute en la presente memoria, incluidas las secuencias que se han modificado. La
secuencia de aminodcidos de GDF-8 humano maduro se proporciona en la SEQ ID NO: 1. La presente invencion se
refiere a GDF-8 de todas las especies de vertebrados, que incluye, pero no se limita a, humano, bovino, pollo, ratén,
rata, porcino, ovino, pavo, babuino y pez (para informacién de la secuencia, véase, por ejemplo, McPherron et al., citado
mas arriba).

El término "actividad de GDF-8" se refiere a una o mas de las actividades fisiol6gicamente morfogenéticas o reguladoras
del crecimiento asociadas con la proteina GDF-8 activa. Por ejemplo, el GDF-8 activo es un regulador negativo de la
masa muscular esquelética. EIl GDF-8 activo también puede modular la produccién de enzimas especificas de musculo
(por ejemplo, creatina quinasa), estimular la proliferacion de mioblastos y modular la diferenciacién de preadipocitos a
adipocitos. Los ejemplos de procedimientos para medir la actividad de GDF-8 in vivo e in vitro se exponen en los
Ejemplos.

El término "antagonista de GDF-8" o "inhibidor de GDF-8" incluye cualquier agente capaz de inhibir la actividad,
expresion, procesamiento o secrecién de GDF-8. Dichos inhibidores incluyen macromoléculas y moléculas pequenas,
por ejemplo, proteinas, anticuerpos, péptidos, peptidomiméticos, ARNip, ribozimas, oligonuclettidos antisentido, ARN
bicatenario y otras moléculas pequeiias que inhiben GDF-8. Un antagonista de GDF-8 incluye, ademas de los
anticuerpos proporcionados en este documento, cualquier anticuerpo que inhiba eficazmente GDF-8, incluyendo
anticuerpos con alta especificidad para unirse a GDF-8 (por ejemplo, anticuerpos con baja afinidad por otros miembros
de la superfamilia de TGF-B (por ejemplo, BMP-11)). Las variantes, que incluyen variantes humanizadas, de estos
anticuerpos se contemplan en los métodos para diagnosticar, pronosticar, monitorizar, tratar, mejorar y prevenir de la
invencion. Se dice que tales inhibidores "inhiben", "disminuyen" o "reducen" la actividad biolégica de GDF-8.

Los términos "neutralizar", "que neutraliza" y sus equivalentes se refieren a una reduccién o eliminacién drastica de la
actividad de GDF-8 en relacién con la actividad de GDF-8 en ausencia del mismo inhibidor. Por ejemplo, se puede decir
que una reduccion del 75-100% de la actividad "neutraliza" la actividad de GDF-8.

El término "tratamiento” se usa de forma intercambiable en la presente memoria con el término "método terapéutico” y
se refiere tanto a tratamiento terapéutico como a medidas profilacticas/preventivas. Aquellos que necesitan tratamiento
pueden incluir individuos que ya tienen un trastorno médico particular, asi como aquellos que finalmente pueden adquirir
el trastorno (es decir, aquellos que necesitan medidas preventivas).

El término "aislado" se refiere a una molécula que esta sustancialmente separada de su entorno natural. Por ejemplo,
una proteina aislada es una que esta sustancialmente separada de la fuente de células o tejidos de la que se deriva.

El término "purificado” se refiere a una molécula que esta sustancialmente libre de otro material que se asocia con la
molécula en su entorno natural. Por ejemplo, una proteina purificada esté sustancialmente libre del material celular u
otras proteinas de la célula o tejido del que se deriva. El término se refiere a preparaciones en las que la proteina
aislada es suficientemente pura para administrarse como una composicion terapéutica, o al menos 70% a 80% (p/p)
pura, mas preferiblemente, al menos 80%-90% (p/p) pura, aun mas preferiblemente, 90-95% pura; y, mas
preferiblemente, al menos 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% (p/p) pura.

El término "dosis efectiva”, "dosis terapéuticamente efectiva", "cantidad efectiva" o similares se refiere a la cantidad del
compuesto que da como resultado una mejoria de los sintomas en un paciente o un resultado biolégico deseado (por
ejemplo, aumento de masa del musculo esquelético y/o de la densidad ésea). Tal cantidad deberia ser suficiente para
reducir la actividad de GDF-8 asociada con la regulacion negativa de la masa del musculo esquelético y la densidad
6sea o con la homeostasis de la glucosa y el metabolismo adiposo. La cantidad efectiva se puede determinar como se
describe en el presente documento.

Un "trastorno asociado con actividad de GDF-8", "trastorno asociado con GDF-8", "trastorno asociado a GDF-8" o

similar se refiere a trastornos que pueden ser causados, en parte o en su totalidad, por desregulacion de (por ejemplo,
aumento o disminucién anormal) GDF-8 (y/o actividad de GDF-8) y/o trastornos que pueden tratarse, mejorarse,
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prevenirse, diagnosticarse, pronosticarse o0 monitorizarse regulando y/o controlando GDF-8 (y/o la actividad de GDF-8).
Los trastornos asociados a GDF-8 incluyen trastornos musculares, trastornos neuromusculares, trastornos
degenerativos 6seos, trastornos 6seos metabolicos o inducidos, trastornos adiposos, trastornos del metabolismo de la
glucosa o trastornos relacionados con la insulina. Un trastorno asociado a GDF-8 preferido de la invencion es la
esclerosis lateral amiotréfica (ALS).

El término "molécula pequena” se refiere a compuestos que no son macromoléculas (véase, por ejemplo, Karp (2000)
Bioinformatics Ontology 16: 269-85, Verkman (2004) AJP-Cell Physiol. 286: 465-74). Por lo tanto, a menudo se
consideran moléculas pequefias a los compuestos que tienen menos de mil daltons (por ejemplo, Voet y Voet,
Biochemistry, 22 ed., Ed. N. Rose, Wiley and Sons, Nueva York, 14 (1995)). Por ejemplo, Davis et al. ((2005) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 102: 5981-86) usan la frase molécula pequeia para indicar folatos, metotrexato y neuropéptidos,
mientras que Halpin y Harbury ((2004) PLos Biology 2: 1022-30) usan la frase para indicar productos génicos de
moléculas pequenas, por ejemplo, ADN, ARN y péptidos. Los ejemplos de moléculas pequefas naturales incluyen, pero
no se limitan a, colesteroles, neurotransmisores y ARNip; las moléculas pequefas sintetizadas incluyen, pero no se
limitan a, diferentes sustancias quimicas enumeradas en numerosas bases de datos de moléculas pequenas
comercialmente disponibles, por ejemplo, FCD (Fine Chemicals Database), SMID (Small Molecule Interaction
Database), ChEBI (Chemical Entities of Biological Interest) y CSD (Cambridge Structural Database) (véase, por ejemplo,
Alfarano et al. (2005) Nuc. Acids Res. Database Issue 33: D416-24).

Il. Anticuerpos contra GDF-8 y fragmentos de anticuerpos
A. Anticuerpo RK35 humanizado y de ratén

La presente divulgacion proporciona nuevos anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos intactos y fragmentos de
anticuerpos) que se unen eficazmente a GDF-8. Una realizacion ilustrativa no limitante de dicho anticuerpo se denomina
RK35. Este ejemplo de realizacién se proporciona en forma de anticuerpos de raton y humanizados, y fragmentos de
anticuerpos de los mismos.

El ejemplo de anticuerpo de la divulgacion a la que se hace referencia en este documento como "RK35" posee
caracteristicas Unicas y beneficiosas. En primer lugar, este anticuerpo y fragmentos del anticuerpo son capaces de
unirse a GDF-8 maduro con alta afinidad. En segundo lugar, el anticuerpo y los fragmentos del anticuerpo descritos y/o
reivindicados en la presente memoria inhiben la actividad de GDF-8 in vitro e in vivo como se demuestra, por ejemplo,
mediante la inhibicion de la unién de ActRIIB y los ensayos de genes informadores. En tercer lugar, el anticuerpo y los
fragmentos del anticuerpo y anticuerpos divulgados y/o reivindicados son Utiles para tratar sintomas asociados con un
trastorno asociado a GDF-8, por ejemplo, trastornos musculares, particularmente ALS, como se demuestra, por
ejemplo, aumentando la masa muscular en ratones SOD mutantes tratados.

En un ejemplo de realizacion, los antagonistas de GDF-8 son anticuerpos que se unen eficazmente a GDF-8 e inhiben
una o mas actividades asociadas a GDF-8. Un experto en la técnica reconocera que los anticuerpos de la invencion
pueden usarse para detectar, medir e inhibir proteinas GDF derivadas de diversas especies, por ejemplo, las descritas
en la presente memoria. El porcentaje de identidad se determina mediante algoritmos de alineacién estandar tales
como, por ejemplo, Basic Local Alignment Tool (BLAST) descrito en Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-10, el
algoritmo de Needleman et al. (1970) J. Mol. Biol. 48: 444-53, o el algoritmo de Meyers et al. (1988) Comput. Appl.
Biosci. 4: 11-17. En general, el anticuerpo y los fragmentos de anticuerpo descritos y/o reivindicados en la presente
memoria pueden usarse con cualquier proteina que retiene actividad biolégica sustancial de GDF-8 y comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 70%, 80%, 90%, 95%, 0 mas idéntica a cualquier
secuencia de al menos 100, 80, 60, 40, 20 o 15 aminodcidos contiguos de la forma madura de GDF-8 expuesta en la
SEQ ID NO: 1.

B. Dominios variables de anticuerpos

Los anticuerpos intactos, también conocidos como inmunoglobulinas, son tipicamente proteinas glucosiladas tetrameras
compuestas de dos cadenas ligeras (L) de aproximadamente 25 kDa cada una, y dos cadenas pesadas (H) de
aproximadamente 50 kDa cada una. Existen dos tipos de cadenas ligeras, denominadas lambda y kappa, en los
anticuerpos. Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de las cadenas pesadas, las
inmunoglobulinas se asignan a cinco clases principales: A, D, E, Gy M, y varias de ellas se pueden dividir en subclases
(isotipos), por ejemplo, IgG1, 1gG2, IgG3, IgG4, IgA1 e IgA2. Cada cadena ligera estd compuesta por un dominio
variable (V) en el terminal N (VL) y un dominio constante (C) (CL). Cada cadena pesada se compone de un dominio V
(VH) en el terminal N, tres o cuatro dominios C (CH) y una regién bisagra. El dominio CH mas proximal a VH se designa
CH1. Los dominios VH y VL consisten en cuatro regiones de secuencias relativamente conservadas llamadas regiones
marco (FR1, FR2, FR3 y FR4), que forman una estructura para tres regiones de secuencias hipervariables (regiones
determinantes de complementariedad, CDR). Las CDR contienen la mayoria de los residuos responsables de las
interacciones del anticuerpo con el antigeno. Las CDR se conocen como CDR1, CDR2 y CDRS3. Por consiguiente, los
constituyentes de CDR en la cadena pesada se denominan H1, H2 y H3, mientras que los constituyentes de CDR en la
cadena ligera se denominan L1, L2 y L3. CDR3 es la mayor fuente de diversidad molecular dentro del sitio de unién del
anticuerpo. H3, por ejemplo, puede ser tan corto como dos residuos de aminoacidos o0 mas de 26 aminodacidos. Las
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estructuras de subunidades y configuraciones tridimensionales de diferentes clases de inmunoglobulinas son bien
conocidas en la técnica. Para una revision de la estructura del anticuerpo, véase Antibodies: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, eds. Harlow et al., 1988. Un experto en la técnica reconocerd que cada estructura de la
subunidad, por ejemplo, una estructura CH, VH, CL, VL, CDR y/o FR, comprende fragmentos activos. Por ejemplo, los
fragmentos activos pueden consistir en la porcion de la subunidad VH, VL o CDR que se une al antigeno, es decir, el
fragmento de unién al antigeno, o la porcién de la subunidad CH que se une y/o activa un receptor Fc y/o un
complemento.

Ejemplos no limitantes de fragmentos de union abarcados dentro del término "fragmento de anticuerpo” utilizados en la
presente memoria incluyen: (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que consiste en los dominios VL, VH, CL y
CH1; (ii) un fragmento F(ab’)2, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente
disulfuro en la region bisagra; (iii) un fragmento Fv que consiste en los dominios VL y VH de un solo brazo de un
anticuerpo. Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH, estan codificados por genes separados,
pueden unirse de forma recombinante mediante un enlazador sintético, creando una Unica cadena de proteina en la que
las regiones VL y VH se unen para formar moléculas monovalentes (conocido como Fv de cadena Unica (scFv). El
enlazador usado mas cominmente es un péptido de 15 residuos (GlyaSer)s, pero también se conocen otros enlazadores
en la técnica. Los anticuerpos de cadena simple también estan destinados ser abarcados dentro del término
"anticuerpo” o "fragmento de union al antigeno" de un anticuerpo. Estos anticuerpos se obtienen usando técnicas
convencionales conocidas por los expertos en la técnica, y los fragmentos se criban para determinar su utilidad de la
misma manera que los anticuerpos intactos.

La diversidad de anticuerpos se crea mediante multiples genes de linea germinal que codifican regiones variables y una
variedad de eventos somaticos. Los eventos somaticos incluyen recombinacion de segmentos de genes variables con
diversidad (D) y unién (J) de segmentos de genes para formar una region VH completa, y la recombinacién de
segmentos génicos variables y de union para formar una regién VL completa. El proceso de recombinacion en si mismo
es impreciso, lo que resulta en la pérdida o adicion de aminoacidos en las uniones V(D)J. Estos mecanismos de
diversidad ocurren en las células B en desarrollo antes de la exposicién al antigeno. Después de la estimulacion
antigénica, los genes de anticuerpos expresados en las células B experimentan una mutacién somatica. Basandose en
el nimero estimado de segmentos de genes de linea germinal, la recombinacion aleatoria de estos segmentos y el
apareamiento aleatorio de VH-VL, se pueden producir hasta 1,6 x 107 anticuerpos diferentes (Fundamental Immunology,
32 edicién (1993), editor Paul, Raven Press, Nueva York, NY). Cuando se tienen en cuenta otros procesos que
contribuyen a la diversidad de anticuerpos (como la mutacién somatica), se cree que pueden generarse mas de 1 x 1010
anticuerpos diferentes (Immunoglobulin Genes, 22 edicion (1995), editores Jonio et al., Academic Press, San Diego,
CA). Debido a los muchos procesos implicados en la generaciéon de una diversidad de anticuerpos, es poco probable
que los anticuerpos monoclonales derivados independientemente con la misma especificidad de antigeno tengan
secuencias de aminoacidos idénticas.

Por lo tanto, se describen y/o reivindican en este documento nuevos anticuerpos que se unen a GDF-8. Los fragmentos
de anticuerpo, por ejemplo, estructuras que contienen una CDR, generalmente seran una secuencia de cadena pesada
o ligera del anticuerpo, o un fragmento activo de la misma, en la que la CDR se coloca en una ubicacion
correspondiente a la CDR de VH y VL naturales. Las estructuras y ubicaciones de dominios variables de
inmunoglobulina, por ejemplo, CDR, se pueden definir usando esquemas de numeracion bien conocidos, por ejemplo, el
esquema de numeracion de Kabat, el esquema de numeracion de Chothia, una combinacion de Kabat y Chothia (AbM),
etc. (véase, por ejemplo, Sequences of Proteins of Immunological Interest, Departamento de Salud y Servicios
Humanos de EE. UU. (1991), editores Kabat et al., Al-Lazikani et al. (1997) J. Mol. Biol. 273: 927-48).

Por lo tanto, la presente descripcién proporciona ademas nuevas CDR. La estructura para llevar una CDR de la
invencion generalmente sera un polipéptido, por ejemplo, una secuencia de cadena pesada o ligera de anticuerpo o una
porcion sustancial de la misma, en la que la CDR esta situada en una posicion correspondiente a la CDR de regiones
VH y VL que se producen naturalmente. Las estructuras y ubicaciones de los dominios variables de inmunoglobulina se
pueden determinar como se describe, por ejemplo, en Kabat et al., citado mas arriba y Al-Lazikani et al., citado mas
arriba.

Las moléculas de anticuerpo (que incluyen fragmentos de anticuerpo) de la presente divulgacion, es decir, moléculas de
anticuerpo que antagonizan con GDF-8, incluyen, pero sin limitacion, el anticuerpo monoclonal murino RK35 y sus
variantes, especificamente la variante humanizada. Los antagonistas de GDF-8 descritos y/o reivindicados en la
presente invencién incluyen, ademas de RK35, otros anticuerpos que se unen eficientemente a GDF-8, incluyendo
anticuerpos con alta especificidad para unirse a GDF-8 (por ejemplo, anticuerpos con una menor afinidad por otros
miembros de la superfamilia de TGF-B (por ejemplo, BMP-11)). Las variantes, que incluyen variantes humanizadas, de
estos anticuerpos se contemplan en los métodos para diagnosticar, pronosticar, monitorizar, tratar, mejorar y prevenir
de la invencion. Estas moléculas de anticuerpo pueden ser Utiles para prevenir o tratar un trastorno asociado a GDF-8,
por ejemplo, patologias relacionadas con el metabolismo éseo, muscular, adiposo y de glucosa. Las secuencias de
aminoacidos de las regiones variables de cadena ligera de RK35 murino y humanizado se exponen en las SEQ ID NOs:
5y 9, respectivamente. Las secuencias de aminoacidos de las regiones variables de cadena pesada de RK35 murino y
humanizado se exponen en las SEQ ID NOs: 3 y 7, respectivamente. Las secuencias de aminoacidos de las tres
regiones determinantes de complementariedad (CDR) en las cadenas ligeras variables de RK35 murino y humanizado
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se exponen en las SEQ ID NOs: 13, 14, 15, 23, 24 y 25. Las secuencias de aminoéacidos de las tres CDR en las
cadenas pesadas variables de RK35 murino y humanizado se exponen en las SEQ ID NOs: 10, 11, 12, 20, 21 y 22.

Como se describi6é anteriormente, las CDR contienen la mayoria de los residuos responsables de las interacciones con
un antigeno, y estan contenidas dentro de los dominios VH y VL, es decir, la regién variable de cadena pesada y la
region variable de cadena ligera, respectivamente. En consecuencia, con la condicion de que un anticuerpo comprenda
al menos una CDR que comprenda una secuencia de aminoacidos seleccionada de las secuencias de aminoacidos
expuestas en las SEQ ID NOs: 10-15 y 20-25, o un fragmento de anticuerpo activo de la misma, es un anticuerpo de la
presente descripcion, es decir, una que se une a GDF-8 e interfiere con la sefalizacion de GDF-8. Por lo tanto, una
realizacién de la divulgacion incluye polipéptidos, por ejemplo, anticuerpos, que contienen una o mas CDR que
comprenden una secuencia de aminodcidos seleccionada de las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID
NOs: 10-15 y 20-25, o un fragmento activo de las mismas. En consecuencia, un experto en la técnica reconocera que
los anticuerpos de la invencién incluyen un anticuerpo en el que las CDR de la cadena VL son las expuestas en las SEQ
ID NOs: 13-15y 23-25, y las CDR de la cadena VH son aquellas expuestas en las SEQ ID NOs: 10-12 y 20-22.

Un fragmento de unién al antigeno puede ser un fragmento Fv, que consiste en dominios VH y VL. Por lo tanto, un
fragmento Fv de RK35 puede constituir un anticuerpo, siempre que se una a GDF-8 e interfiera con la sefalizacién de
GDF-8. Un experto en la técnica reconocera que cualquier fragmento de anticuerpo que contenga el fragmento Fv, por
ejemplo, de RK85, también puede ser un anticuerpo de la divulgacion. Adicionalmente, cualquier fragmento Fv,
fragmento scFv, fragmento Fab o fragmento F(ab')z, que contiene una o mas CDR que tienen una secuencia de
aminoacidos seleccionada de las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NOs: 10-15 y 20 -25, también
puede ser un anticuerpo descrito y/o reivindicado en este documento.

Tales moléculas de anticuerpo pueden producirse por métodos bien conocidos por los expertos en la técnica. Por
ejemplo, los anticuerpos monoclonales pueden producirse por generacion de hibridomas de acuerdo con métodos
conocidos. Los hibridomas formados de esta manera se criban utilizando métodos estandar, tales como el ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) y el analisis Biacore, para identificar uno o méas hibridomas que producen
un anticuerpo que se une a GDF-8, interfiere con la sefalizacion de GDF-8 y neutraliza o inhibe una o méas actividades
asociadas con GDF-8. Se puede usar GDF-8 recombinante, GDF-8 de origen natural, cualquiera de sus variantes, y
fragmentos de péptidos antigénicos de GDF-8 como el inmunégeno. Un fragmento de péptido antigénico de GDF-8
comprende al menos siete residuos de aminodacidos continuos y abarca un epitopo tal que un anticuerpo producido
contra el péptido forma un complejo inmune con GDF-8. Preferiblemente, el péptido antigénico comprende al menos 10
residuos de aminoacidos, mas preferiblemente al menos 15 residuos de aminoé&cidos, incluso mas preferiblemente al
menos 20 residuos de amino&cidos, y lo méas preferiblemente al menos 30 residuos de aminoacidos. Adicionalmente, es
preferible que el fragmento de péptido antigénico de GDF-8 comprenda el sitio de unién al receptor de GDF-8.

Los sueros y anticuerpos policlonales de la invencién se pueden producir inmunizando un sujeto adecuado con GDF-8,
sus variantes, y/o porciones de la misma. El titulo de anticuerpo en el sujeto inmunizado se puede monitorizar a lo largo
del tiempo mediante técnicas estandar, tales como un ELISA, o usando GDF-8 inmovilizado u otras proteinas
marcadoras (por ejemplo, FLAG). Si se desea, las moléculas de anticuerpo de la presente invencion pueden aislarse del
sujeto 0 medio de cultivo y purificarse adicionalmente mediante técnicas bien conocidas, tales como cromatografia de
proteina A, para obtener una fraccion de IgG.

Ciertas realizaciones de la divulgacién comprenden el dominio VH y/o VL del fragmento Fv de RK35. Los fragmentos de
anticuerpos de la presente divulgacion, por ejemplo, fragmentos Fab, F(ab')2, Fd y dAb, se pueden producir por escision
de los anticuerpos de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, los fragmentos Fab y F(ab')2
inmunolégicamente activos se pueden generar tratando los anticuerpos con una enzima tal como papaina y pepsina.

Las realizaciones adicionales descritas y/o reivindicadas en este documento comprenden una o mas CDR de cualquiera
de estos dominios VH y VL, tal como se expone en las SEQ ID NOs: 10-15 y 20-25. Una realizacién comprende un
fragmento H3 del dominio VH de RK35 como se expone en la SEQ ID NO: 12.

Las secuencias de ADN y aminoacidos (AA) de los dominios VH y VL, y las CDR de los anticuerpos descritos
actualmente se enumeran como se enlista en la Tabla 1. Por conveniencia, las posiciones aproximadas de cada CDR
dentro de los dominios VH y VL se enumeran en la Tabla 2.

Tabla 1: ADN y Secuencia de amino acidos de VH, VL, CH, y los CDR en RK35
Sec. de ADN de VH SEQID NO: 2

Sec. de AAde VH SEQID NO: 3

RATON

Sec. de ADN de VL SEQID NO: 4

Sec. de AAde VL SEQID NO: 5

(continuacién)
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5 Sec.de ADNde VH | SEQID NO: 6
g Sec.de AAde VH | SEQID NO:7
% Sec. de ADN de VL SEQ ID NO:8
% Sec. de AAde VL SEQ ID NO:9
I
o Sec.de AAde HI | SEQ D NO: 10 0 SEQ ID NO: 20
< W3  [SecdeAAdeHz | SEQIDNO: 110 SEQID NO: 21
529 5T [Sec.deAAdeHs | SEQIDNO: 120 SEQIDNO: 22
Zz=% 3 |[Sec deAAdeld SEQ D NO: 13 0 SEQ ID NO: 23
CYE 2~ [Sec.deAAdel2 | SEQIDNO: 14 0 SEQ /D NO: 24
o o8x Sec.deAAdeL3 | SEQID NO: 15 0 SEQ ID NO: 25
Sec.de ADNde CL | SEQID NO: 16
Sec.de AAde CL | SEQ D NO: 17
Sec.de ADNde CH | SEQ D NO: 18
Sec.de AAde CH | SEQIDNO: 19

Tabla 2: Posicién aproximada de CDR segun las definiciones de Kabat (no cursiva) o AbM (cursiva) dentro de las
regiones variables de anticuerpos RK35 de ratén y humanizados

CDR RK35 SEQ ID NO:5 RK35 SEQ ID NO:9
H1 24-34 0 24-34 24-34 0 24-34
H2 50-56 0 50-56 50-56 o 50-56
H3 89-95 0 89-95 89-95 0 89-95

SEQ ID NO:5 SEQ ID NO:9
L1 24-34 0 24-34 24-34 0 24-34
L2 50-56 0 50-56 50-56 o0 50-56
L3 89-95 0 89-95 89-95 0 89-95

Los anticuerpos anti-GDF-8 descritos y/o reivindicados en la presente memoria pueden comprender ademas regiones
constantes de anticuerpos o partes de las mismas. Por ejemplo, un dominio VL de la invencién se puede unir en su
extremo terminal C a un dominio constante de cadena ligera de anticuerpo, por ejemplo, una cadena Ck o CA humana,
preferiblemente una cadena CA. De forma similar, un fragmento de unién a antigeno basado en un dominio VH puede
unirse a su extremo terminal C con toda o parte de una cadena pesada de inmunoglobulina derivada de cualquier
isotipo de anticuerpo, por ejemplo, IgG, IgA, IgE e IgM, y cualquiera de las subclases de isotipos, particularmente IgG1 e
IgGa. En ejemplos de realizaciones, los anticuerpos comprenden fragmentos del extremo terminal C de cadenas pesada
y ligera de IgG1a humana. Las secuencias preferidas de ADN y aminoacidos para el fragmento constante del extremo
terminal C de cadena ligera A se exponen en la SEQ ID NO: 16 y la SEQ ID NO: 17, respectivamente. Las secuencias
preferidas de aminoacidos y ADN para el fragmento constante del extremo terminal C de cadena pesada de IgG+ se
exponen en la SEQ ID NO: 18 y la SEQ ID NO: 19, respectivamente. Se entiende que, debido a la degeneracién del
cbdigo genético, las secuencias de ADN enumeradas en la Tabla 1 son simplemente representativas de acidos
nucleicos que codifican las secuencias de aminoacidos, péptidos y anticuerpos de interés, y no deben interpretarse
como limitantes.

Ciertas realizaciones de la divulgaciéon comprenden el dominio VH y/o VL del fragmento Fv de RK35. Realizaciones
adicionales comprenden una o mas regiones determinantes de complementariedad (CDR) de cualquiera de estos
dominios VH y VL. Una realizacion comprende un fragmento H3 del dominio VH de RK35. Los dominios VH y VL de la
invencion, en ciertas realizaciones, estan germinados, es decir, las regiones marco (FR) de estos dominios se cambian
usando técnicas de biologia molecular convencionales para coincidir con las secuencias consenso de aminoacidos de
los productos génicos de la linea germinal humana. Esto también se conoce como un anticuerpo humanizado o
germinado. En otras realizaciones, las secuencias marco permanecen divergentes de la linea germinal. Los anticuerpos
humanizados pueden producirse usando ratones transgénicos que son incapaces de expresar genes de cadena pesada
y ligera de inmunoglobulina enddgena, pero que son capaces de expresar genes de cadena pesada y ligera humanos.

C. Anticuerpos modificados y sus fragmentos
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Un aspecto adicional de la invencion proporciona métodos para obtener un dominio de unién al antigeno del anticuerpo
dirigido contra GDF-8. El experto en la materia apreciara que los anticuerpos descritos y/o reivindicados en este
documento no estan limitados a las secuencias especificas de VH y VL enumeradas en la Tabla 1, sino que también
incluyen variantes de estas secuencias que conservan la capacidad de unién al antigeno. Dichas variantes pueden
derivarse de las secuencias proporcionadas usando técnicas conocidas en el arte. Las sustituciones, eliminaciones o
adiciones de aminodcidos se pueden realizar tanto en las FR como en las CDR. Si bien los cambios en las regiones
marco se disefian generalmente para mejorar la estabilidad y reducir la inmunogenicidad del anticuerpo, los cambios en
las CDR generalmente se disefian para aumentar la afinidad del anticuerpo por su objetivo. Dichos cambios que
aumentan la afinidad se determinan tipicamente empiricamente alterando la CDR y probando el anticuerpo. Dichas
alteraciones pueden realizarse de acuerdo con los métodos descritos en, por ejemplo, Antibody Engineering, 2da.
edicion, Borrebaeck, ed., Oxford University Press, 1995.

Por lo tanto, los anticuerpos de la invencion también incluyen aquellos que se unen a GDF-8, interfieren con la
sefalizacion de GDF-8 y tienen mutaciones en las regiones constantes de las cadenas pesada y ligera. A veces es
deseable mutar e inactivar ciertos fragmentos de la regidon constante. Por ejemplo, las mutaciones en la region
constante pesada a veces son deseables para producir anticuerpos con unién reducida al receptor de Fc (FcR) y/o al
complemento; tales mutaciones son bien conocidas en la técnica. Un experto en la técnica también reconocera que la
determinacion de qué fragmentos activos de las subunidades CL y CH son necesarios dependera de la aplicacion a la
cual se aplica un anticuerpo de la invencién. Por ejemplo, los fragmentos activos de las subunidades CL y CH que estan
implicadas con su enlace covalente entre si seran importantes en la generacién de un anticuerpo intacto.

El método para elaborar un dominio VH que sea una variante de secuencia de aminoacidos de un dominio VH
establecido en la presente memoria comprende una etapa de afadir, eliminar, sustituir o insertar uno o mas
aminoacidos en la secuencia de aminoacidos del dominio VH divulgado actualmente, opcionalmente combinando el
dominio VH asi provisto con uno o mas dominios VL, y probando el dominio VH o la combinacién o combinaciones de
VH/VL para unién a GDF-8, y (preferiblemente) probar la capacidad de tal dominio de unién al antigeno para modular
una o mas actividades asociadas con GDF-8. El dominio VL puede tener una secuencia de aminoacidos que es
sustancialmente como se establece aqui. Puede emplearse un método analogo en el que una o mas variantes de
secuencia de un dominio VL descrito en este documento se combinan con uno o mas dominios VH.

Un aspecto adicional de la divulgacion proporciona un método para preparar un fragmento de unién al antigeno que
interactia con GDF-8. El método comprende:

(a) proporcionar un repertorio inicial de acidos nucleicos que codifican un dominio VH que incluye una CDR, por
ejemplo, CDR3, para ser reemplazada o un dominio VH que carece de una region de codificaciéon CDR, por ejemplo,
CDR3;

(b) combinar el repertorio con un acido nucleico del donante que codifica una CDR del donante que comprende un
fragmento activo de la SEQ ID NO: 2 o 6, por ejemplo, un acido nucleico del donante que codifica la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 3 o 7, de modo que el &cido nucleico del donante se inserta en la region CDR,
por ejemplo, CDRS, en el repertorio para proporcionar un repertorio de productos de acidos nucleicos que codifican un
dominio VH;

(c) expresar los acidos nucleicos del repertorio de productos;

(d) seleccionar un fragmento de union al antigeno que interactda con GDF-8;y

(e) recuperar el fragmento seleccionado de union al antigeno o el acido nucleico que lo codifica.

De nuevo, puede emplearse un método analogo en el que una CDR de VL (por ejemplo, L3) descrita en este documento
se combina con un repertorio de acidos nucleicos que codifica un dominio VL, que incluye una CDR a reemplazar o
carece de una region codificante de CDR.

Se puede introducir una secuencia codificante de una CDR de la divulgacién (por ejemplo, CDR3) en un repertorio de
dominios variables que carecen de una CDR (por ejemplo, CDR3), usando tecnologia de ADN recombinante. Por
ejemplo, Marks et al., (1992) Bio/Technology 10: 779-83, describe métodos de produccion de repertorios de dominios
variables de anticuerpos en los que los cebadores de consenso dirigidos a, o adyacentes al extremo 5' del area de
dominio variable se usan junto con cebadores de consenso para la tercera regién marco de genes de VH humanos para
proporcionar un repertorio de dominios variables VH que carecen de una CDRS3. El repertorio puede combinarse con
una CDR3 de un anticuerpo particular. Usando técnicas analogas, las secuencias derivadas de CDR3 de la presente
invencion pueden mezclarse con repertorios de dominios VH o VL que carecen de CDRS3, y los dominios VH o VL
completos mezclados combinados con un dominio VL o VH afin para proporcionar fragmentos de unioén al antigeno
descritos y/o reivindicados en la presente memoria. El repertorio puede mostrarse entonces en un sistema huésped
adecuado, tal como el sistema de presentacién en fagos de, por ejemplo, el documento WO 92/01047, de modo que se
puedan seleccionar fragmentos adecuados de unién al antigeno.

También se divulgan técnicas analogas o combinatorias o de mezcla, por Stemmer (1994) Nature 370: 389-91, que

describen una técnica en relacién con un gen de B-lactamasa pero observa que el enfoque puede usarse para la
generacién de anticuerpos.
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Otra alternativa es generar nuevas regiones VH o VL que lleven una secuencia derivada de CDR descrita en este
documento usando mutagénesis aleatoria de uno o mas genes de VH y/o VL seleccionados para generar mutaciones
dentro del dominio variable completo. Tal técnica se describe en Gram et al., (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. Sci. U.S.A.
89: 3576-80 mediante el uso de PCR propensa a error.

Otro método que puede usarse para generar nuevos anticuerpos o fragmentos de los mismos es dirigir la mutagénesis a
las CDR de genes de VH o VL. Tales técnicas se describen en Barbas et al., (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91:
3809-13 y Schier et al., (1996) J. Mol. Biol. 263: 551-67.

De forma similar, pueden injertarse una, dos o las tres CDR en un repertorio de dominios VH o VL que luego se criban
para un companero de unién o fragmentos de unién para GDF-8.

Una porcién sustancial de un dominio variable de inmunoglobulina comprendera al menos las CDR y, opcionalmente,
sus regiones marco intervinientes a partir de los fragmentos de anticuerpo como se expone en este documento. La
porcion también incluira al menos aproximadamente el 50% de cualquiera o0 ambos FR1 y FR4, siendo el 50% el 50%
del extremo terminal C de FR1 y el 50% del extremo terminal N de FR4. Los residuos adicionales en el extremo terminal
N o el extremo terminal C de la parte sustancial del dominio variable pueden ser los que normalmente no estan
asociados con las regiones de dominio variable que se producen naturalmente. Por ejemplo, la construccion de
fragmentos de anticuerpos descritos y/o reivindicados en la presente memoria mediante técnicas de ADN recombinante
puede dar como resultado la introduccién de residuos del extremo terminal N o C codificados por enlazadores
introducidos para facilitar la clonacién u otras etapas de manipulacién. Otras etapas de manipulacién incluyen la
introduccion de enlazadores para unir dominios variables descritos en la presente memoria a otras secuencias de
proteinas que incluyen cadenas pesadas de inmunoglobulina, otros dominios variables (por ejemplo, en la produccion
de diacuerpos) o marcadores de proteinas como se analiza en mas detalles a continuacion.

Los anticuerpos pueden conjugarse por métodos quimicos con radionucleidos, farmacos, macromoléculas u otros
agentes, y pueden prepararse como proteinas de fusion que comprenden una o mas CDR de la divulgacion.

Una proteina de fusién de anticuerpo contiene un par VH-VL en el que una de estas cadenas (habitualmente VH) y otra
proteina se sintetizan como una Unica cadena polipeptidica. Estos tipos de productos difieren de los anticuerpos en que
generalmente tienen un elemento funcional adicional, el residuo activo de una molécula pequefa o la caracteristica
estructural molecular principal de la macromolécula conjugada o fusionada.

Ademas de los cambios en la secuencia de aminoacidos descrita anteriormente, los anticuerpos pueden glicosilarse,
pegilarse o unirse a albumina o a un polimero no proteico. Por ejemplo, los anticuerpos anti-GDF-8 se pueden unir a
uno de una variedad de polimeros no proteinicos, por ejemplo, polietilenglicol, polipropilenglicol o polioxialquilenos. Los
anticuerpos pueden modificarse quimicamente, por ejemplo, para aumentar su semivida en circulacion mediante
conjugacién covalente a un polimero. Los polimeros ilustrativos y los métodos para unirlos a los péptidos son conocidos
en la técnica.

En otras realizaciones, el anticuerpo puede modificarse para tener un patrén de glicosilacion alterado (es decir, con
respecto al patrén de glicosilacion original o nativo). Como se usa en el presente documento, "alterado” significa que
tiene uno o mas residuos de carbohidrato suprimidos, y/o que tienen uno o mas sitios de glicosilacion afadidos al
anticuerpo original. La adicion de sitios de glicosilacién a un anticuerpo anti-GDF-8 se lleva a cabo mediante métodos
bien conocidos de alteracién de la secuencia de aminoacidos para que contengan secuencias consenso del sitio de
glicosilacion. Otro medio para aumentar el nimero de residuos de carbohidratos en los anticuerpos es mediante
acoplamiento quimico o enzimatico de glicésidos con los residuos de aminoacidos del anticuerpo. La eliminacién de
cualquier residuo de carbohidrato presente en los anticuerpos puede lograrse quimica o enzimaticamente como se
conoce en la técnica.

Los anticuerpos de la invencion también se pueden marcar con un marcador detectable o funcional tal como '3'l 0 *°Tc,
que se puede unir a anticuerpos de la invencién usando quimica convencional conocida en la técnica. Las etiquetas
también incluyen etiquetas enzimaticas como la peroxidasa de rabano picante o la fosfatasa alcalina. Las etiquetas
incluyen ademas residuos quimicos tales como biotina, que pueden detectarse mediante unién a un residuo especifico
detectable afin, por ejemplo, avidina marcada.

Los anticuerpos, en los que las secuencias de CDR difieren solo insustancialmente de las enumeradas en la Tabla 1,
estan abarcadas dentro del alcance de la invencion. Las diferencias insustanciales incluyen cambios menores de
aminoacidos, por ejemplo, sustituciones de uno o dos de cualquiera de los cinco amino&cidos en la secuencia de una
CDR. Tipicamente, un aminoacido se sustituye por un aminodcido relacionado que tiene caracteristicas similares de
carga, hidrofobicidad o estereoquimicas. Tales sustituciones son conocidas por un experto en la técnica. Las regiones
marco de la estructura (FR) se pueden modificar mas sustancialmente que las CDR sin afectar adversamente las
propiedades de unién de un anticuerpo. Los cambios en las FR incluyen, entre otros, humanizar un marco derivado no
humano o disefar ciertos residuos del marco que son importantes para el contacto con antigenos o para estabilizar el
sitio de unién, por ejemplo, cambiando la clase o subclase de la regiéon constante, cambiando los residuos de
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aminoacido especificos que podrian alterar una funcién efectora tal como la unién al receptor de Fc (por ejemplo, Lund
et al., (1991) J. Immunol., 147: 2657-62; Morgan et al., (1995) Immunology 86: 319-24), o cambiando la especie de la
cual se deriva la region constante. Los anticuerpos pueden tener mutaciones en la regiéon CH2 de cadena pesada que
reducen o alteran la funcion efectora, por ejemplo, unién al receptor Fc y activacion del complemento. Por ejemplo, los
anticuerpos pueden tener mutaciones tales como las descritas en las patentes de Estados Unidos nimeros 5.624.821 y
5.648.260. En la cadena pesada de IgG1 o IgGz, por ejemplo, tales mutaciones pueden realizarse en los residuos de
aminoacidos 117 y 120 de la SEQ ID NO: 19, que representa la porcién Fc de IgG1 (estos residuos corresponden a los
aminoacidos 234 y 237 en la secuencia de longitud completa de IgG1 o 1gGz). Los anticuerpos pueden tener también
mutaciones que estabilicen el enlace disulfuro entre las dos cadenas pesadas de una inmunoglobulina, tales como
mutaciones en la region bisagra de IgG4, como se describe en, por ejemplo, Angal et al., (1993) Mol. Immunol. 30: 105-
08.

Los polipéptidos y anticuerpos descritos y/o reivindicados en la presente memoria también abarcan proteinas que son
estructuralmente diferentes de los polipéptidos y anticuerpos descritos, por ejemplo, que tienen una secuencia alterada
pero sustancialmente las mismas propiedades bioquimicas que los polipéptidos y anticuerpos descritos, por ejemplo,
tienen cambios solo en aminoacidos funcionalmente no esenciales. Dichas moléculas incluyen variantes alélicas de
origen natural y variantes disefadas deliberadamente que contienen alteraciones, sustituciones, reemplazos,
inserciones o supresiones. Los expertos en la materia conocen bien las técnicas para tales alteraciones, sustituciones,
reemplazos, inserciones o supresiones.

Los anticuerpos descritos y/o reivindicados en la presente memoria pueden producirse adicionalmente usando animales
transgénicos no humanos que se modifican para producir anticuerpos completamente humanos en lugar de los
anticuerpos enddégenos del animal en respuesta a la exposicidon a un antigeno. Véase, por ejemplo, la publicacion PCT
WO 94/02602. Los genes enddgenos que codifican las cadenas de inmunoglobulina pesada y ligera en el huésped no
humano han sido incapacitados, y los loci activos que codifican las inmunoglobulinas de cadena pesada y ligera
humanas se insertan en el genoma del huésped. Los genes humanos se incorporan, por ejemplo, usando cromosomas
artificiales de levadura que contienen los segmentos de ADN humano requeridos. Entonces se obtiene un animal que
proporciona todas las modificaciones deseadas como progenie mediante cruzamiento de animales transgénicos
intermedios que contienen menos que el complemento completo de las modificaciones. Una realizacion de tal animal no
humano es un ratén, y se denomina XENOMOUSEMR como se describe en las publicaciones PCT WO 96/33735 y WO
96/34096. Este animal produce células B que secretan inmunoglobulinas completamente humanas. Los anticuerpos se
pueden obtener directamente del animal después de la inmunizacién con un inmundégeno de interés, como, por ejemplo,
una preparacion de un anticuerpo policlonal, o alternativamente de células B inmortalizadas derivadas del animal, tales
como hibridomas que producen anticuerpos monoclonales. Adicionalmente, los genes que codifican las
inmunoglobulinas con regiones variables humanas pueden recuperarse y expresarse para obtener los anticuerpos
directamente, o pueden modificarse adicionalmente para obtener analogos de anticuerpos tales como, por ejemplo,
moléculas de Fv de cadena simple.

En consecuencia, el término anticuerpo como se usa en el presente documento incluye anticuerpos intactos, fragmentos
de anticuerpos, por ejemplo, fragmentos Fab, F(ab’)2 y scFv, y anticuerpos y fragmentos intactos que han sido mutados
en sus regiones constante y/o variable (por ejemplo, mutaciones para producir anticuerpos quiméricos, parcialmente
humanizados o completamente humanizados, asi como para producir anticuerpos con un rasgo deseado, por ejemplo,
unién mejorada de GDF-8 y/o unién de FcR reducida). Como tales, estos pueden ser anticuerpos de la invencién,
siempre que estén abarcados por el alcance de las reivindicaciones; estos anticuerpos se unen especificamente a GDF-
8, interfieren con la sefializacion de GDF-8 y/o neutralizan o inhiben una o mas actividades asociadas a GDF-8.

Se pueden emplear también otras moléculas de uniéon a proteinas para modular la actividad de GDF-8. Dichas
moléculas de unién a proteinas incluyen medicamentos inmunofarmacéuticos modulares pequefios (SMIPMR) (Trubion
Pharmaceuticals, Seattle, WA). Los SMIP son polipéptidos monocatenarios compuestos por un dominio de unién para
una estructura afin tal como un antigeno, un contrarreceptor o similar, un polipéptido de region bisagra que tiene uno o
ningun residuo de cisteina, y dominios de CH2 y CH3 de inmunoglobulina (véase también www. trubion.com). Los SMIP
y sus usos y aplicaciones se describen en, por ejemplo, las Solicitudes de Patente Publicadas de los Estados Unidos
Nos. 2003/0118592, 2003/0133939, 2004/0058445, 2005/0136049, 2005/0175614, 2005/0180970, 2005/0186216,
2005/0202012, 2005/0202023, 2005/0202028, 2005/0202534 y 2005/0238646, y miembros relacionados de la familia de
patentes.

La capacidad de unién de un anticuerpo de la invencion puede medirse por los siguientes métodos: analisis Biacore,
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), cristalografia de rayos X, andlisis de secuencia y mutagénesis de
barrido como se describe en los Ejemplos a continuacion, y otros métodos que son bien conocidos en la técnica. La
capacidad de un anticuerpo de la invencion para neutralizar y/o inhibir una 0 méas actividades asociadas a GDF-8 puede
medirse mediante la siguiente lista no limitativa de métodos: ensayos para medir la proliferacion de una linea celular
dependiente de GDF-8; ensayos para medir la expresion de polipéptidos mediados por GDF-8; ensayos que miden la
actividad de moléculas de sefalizacion secuencia abajo; ensayos que prueban la eficacia de un anticuerpo de la
invencion para prevenir trastornos musculares en un modelo animal relevante; ensayos como se describe en los
ejemplos a continuacion; y otros ensayos que son bien conocidos en la técnica.
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Un aspecto adicional de la divulgacién proporciona un método para seleccionar anticuerpos capaces de unirse a GDF-8
y neutralizar y/o inhibir una 0 mas actividades asociadas a GDF-8. El método comprende:

a) contraer una pluralidad de anticuerpos con GDF-8;

b) elegir anticuerpos que se unen a GDF-8;

c) probar la capacidad de los anticuerpos elegidos para evitar que GDF-8 se una al receptor de GDF-8; y

d) seleccionar anticuerpos capaces de evitar que GDF-8 se una a su receptor.

Los anticuerpos anti-GDF-8 de la invencion también son dUtiles para aislar, purificar y/o detectar GDF-8 en
sobrenadantes, lisados celulares o en una superficie celular. Los anticuerpos descritos en esta invencion se pueden
usar de forma diagnoéstica para monitorizar los niveles de proteina GDF-8 como parte de un procedimiento de prueba
clinica. Adicionalmente, los anticuerpos de la invencion se pueden usar en tratamientos que requieren la neutralizacion
y/o inhibicién de una o mas actividades asociadas a GDF-8, por ejemplo, tratamientos para ALS y otras patologias
relacionadas con los muisculos. La presente invencién también proporciona nuevos polinucleétidos y polipéptidos
aislados y purificados relacionados con nuevos anticuerpos dirigidos contra GDF-8 humana. Los genes, polinucleétidos,
proteinas y polipéptidos descritos y/o reivindicados en la presente memoria incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos
murinos y humanizados para GDF-8 (por ejemplo, RK35) y sus variantes.

D. Acidos nucleicos, clonacién y sistemas de expresion

La presente invencion proporciona ademas polinucleétidos aislados y purificados que codifican anticuerpos de la
presente invencién. Los &cidos nucleicos de acuerdo con la presente invencién pueden comprender ADN o ARN vy
pueden ser total o parcialmente sintéticos. La referencia a las secuencias de nucleétidos tal como se expone aqui
abarca moléculas de ADN con las secuencias especificadas o equivalentes genémicos, asi como moléculas de ARN
con las secuencias especificadas en las que, U es sustituido por T, a menos que el contexto requiera lo contrario.

Por ejemplo, se divulgan y/o reivindican en la presente memoria polinucleétidos purificados y aislados que codifican la
region variable de un anticuerpo murino para GDF-8 que modula una o mas actividades asociadas a GDF-8 (por
ejemplo, neutraliza la bioactividad de GDF-8) (RK35) y una versién humanizada de RK35. Las secuencias preferidas de
ADN de la invencion incluyen secuencias de ADN genomicas, ADNc y sintetizadas quimicamente.

Las secuencias de nucleétidos de la divulgacion incluyen aquellas que codifican las regiones variables de cadena ligera
de RK35 de ratdn expuestas en la SEQ ID NO: 4, que incluyen aquellas que codifican una secuencia lider que precede
a la secuencia de la regién variable de cadena ligera, por ejemplo, la secuencia de nucleédtidos expuesta como la SEQ
ID NO: 30 (los nucleétidos 1-60 corresponden a la secuencia lider, y los nucleétidos 61-381 corresponden a la SEQ ID
NO: 4). Las secuencias de nucleotidos de la divulgacién también incluyen aquellas que codifican la regién variable de
cadena pesada de RK35 expuesta en la SEQ ID NO: 2, que incluyen aquellas que codifican una secuencia lider que
precede a la regién variable de cadena pesada, por ejemplo, la secuencia de nucleétidos expuesta como la SEQ ID NO:
28 (los nucleotidos 1-57 corresponden a la secuencia lider, y los nucleétidos 58-405 corresponden a la SEQ ID NO: 2).
Las secuencias de nucleétidos de la invencién también incluyen secuencias humanizadas de las regiones variables de
las cadenas pesada y ligera, tales como las expuestas en las SEQ ID NOs: 6 y 8, respectivamente. Los polinucleétidos
de la presente divulgacion también incluyen polinucleétidos que hibridan en condiciones rigurosas con las secuencias
de &cido nucleico expuestas en las SEQ ID NOs: 2, 4, 6 y 8, y complementos de las mismas, y/o codifican polipéptidos
que retienen actividad biolégica sustancial (es decir, fragmentos activos) en las regiones variables. Los polinucleétidos
de la presente divulgacién también incluyen porciones continuas de las secuencias expuestas en las SEQ ID NOs: 2, 4,
6 y 8, que comprenden al menos 15 nucleétidos consecutivos.

La secuencia de aminodcidos de las cadenas ligeras variables de RK35 de raton se expone en la SEQ ID NO: 5. Un
ejemplo de una secuencia de aminoacidos del dominio de cadena ligera variable de RK35 de raton precedido por una
secuencia lider se expone como la SEQ ID NO: 31. La secuencia de aminodcidos de las cadenas pesadas variables de
RK35 se expone en la SEQ ID NO: 3. Un ejemplo de una secuencia de aminodcidos del dominio de cadena pesada
variable de RK35 de raton precedido por una secuencia lider se expone como la SEQ ID NO: 29. Las secuencias de
aminoacidos de las cadenas pesada y ligera variables humanizadas se exponen en las SEQ ID NOs: 7 y 9,
respectivamente. Las secuencias de amino&cidos de las CDR contenidas dentro de las cadenas pesadas de RK35 de
ratén se exponen en las SEQ ID NOs: 10-12 y 20-22. Las secuencias de amino&cidos de las CDR contenidas dentro de
las cadenas ligeras de RK35 de ratén se exponen en las SEQ ID NOs: 13-15 y 23-25. Los polipéptidos descritos y/o
reivindicados en la presente memoria también incluyen porciones continuas de cualquiera de las secuencias
sustancialmente expuestas en las SEQ ID NOs: 3, 5, 7, 9, 10-15 y 20-25 que comprenden al menos 5 aminoacidos
consecutivos. Un polipéptido preferido descrito y/o reivindicado en la presente memoria incluye cualquier porcion
continua de cualquier secuencia sustancialmente expuesta en las SEQ ID NOs: 3, 5, 7, 9 y 10-15 que retiene la
actividad biolégica sustancial de un anticuerpo de la invencion. Ademas de los polinucleétidos descritos y/o
reivindicados en la presente memoria, los descritos y/o reivindicados en la presente memoria son polinucleétidos que
codifican las secuencias de aminoacidos sustancialmente expuestas en las SEQ ID NOs: 3, 5, 7, 9 y 10-15 o una
porcién continua de los mismos, y que difieren de los polinucleétidos descritos anteriormente solo debido a la conocida
degeneracion del codigo genético.
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Los polinucledtidos aislados de la presente invencién se pueden usar como sondas de hibridacion y cebadores para
identificar y aislar acidos nucleicos que tienen secuencias idénticas o similares a las que codifican los polinucle6tidos
descritos. Los polinucleétidos aislados de esta manera se pueden usar, por ejemplo, para producir anticuerpos contra
GDF-8 u otros miembros de la familia de TGF-B o para identificar células que expresan tales anticuerpos. Los métodos
de hibridaciéon para identificar y aislar acidos nucleicos incluyen la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
hibridaciones Southern, hibridacion in situ e hibridacién Northern, y son bien conocidas por los expertos en la técnica.

Las reacciones de hibridacién se pueden realizar en condiciones de diferentes rigurosidades. La rigurosidad de una
reaccion de hibridacion incluye la dificultad con la que dos moléculas de &cido nucleico se hibridaran entre si.
Preferiblemente, cada polinucleétido de hibridacion se hibrida con su polinucleétido correspondiente en condiciones de
rigurosidad reducidas, mas preferiblemente condiciones rigurosas, y lo mas preferiblemente condiciones altamente
rigurosas. Ejemplos de condiciones rigurosas se muestran en la Tabla 3 a continuacién: las condiciones altamente
rigurosas son aquellas que son al menos tan estrictas como, por ejemplo, las condiciones A-F; las condiciones rigurosas
son al menos tan estrictas como, por ejemplo, las condiciones G-L; y las condiciones de rigurosidad reducidas son al
menos tan estrictas como, por ejemplo, las condiciones M-R.

Tabla 3
Condicion | Hibrido Longitud del Temperatura de hibridacion y Temperatura de lavado y
hibrido (pb)’ regulador? regulador?
A ADN:ADN > 50 65°C; 1X SSC 0 42°C; 1X SSC, 65°C; 0.3X SSC
50% de formamida
ADN:ADN <50 Ts*; 1IXSSC Ts*; 1IXSSC
C ADN:ARN > 50 67°C; 1X SSC 0 45°C; 1X SSC, 67°C; 0.3X SSC
50% de formamida
D ADN:ARN <50 To*; 1IX SSC To*; 1IX SSC
ARN:ARN >50 70°C; 1X SSC 0 50°C; 1X SSC, 70°C; 0.3X SSC
50% de formamida
F ARN:ARN <50 TF*; 1X SSC TF*; 1X SSC
G ADN:ADN >50 65°C; 4X SSC 0 42°C; 4X SSC, 65°C; 1X SSC
50% de formamida
H ADN:ADN <50 TH*; 4X SSC TH*; 4X SSC
I ADN:ARN >50 67°C; 4X SSC 0 45°C; 4X SSC, 67°C; 1X SSC
50% de formamida
J ADN:ARN <50 Ty*; 4X SSC Ty*; 4X SSC
K ARN:ARN >50 70°C; 4X SSC 0 50°C; 4X SSC, 67°C; 1X SSC
50% de formamida
L ARN:ARN <50 TL*; 2X SSC TL*; 2X SSC
M ADN:ADN >50 50°C; 4X SSC 0 40°C; 6X SSC, 50°C; 2X SSC
50% de formamida
N ADN:ADN <50 Tn*; 6X SSC Tn*; 6X SSC
ADN:ARN >50 55°C; 4X SSC 0 42°C; 6X SSC, 55°C; 2X SSC
50% de formamida
P ADN:ARN <50 Tp*; 6X SSC Tp*; 6X SSC
Q ARN:ARN >50 60°C; 4X SSC 0 45°C; 6X SSC, 60°C; 2X SSC
50% de formamida
R ARN:ARN <50 Tr*; 4X SSC Tr*; 4X SSC

'La longitud del hibrido es la prevista para la region o regiones hibridadas de los polinucleétidos que se hibridan.
Cuando se hibrida un polinucleétido con un polinucleétido objetivo de secuencia desconocida, se supone que la
longitud del hibrido es la del polinucleétido que se hibrida. Cuando los polinucleétidos de secuencia conocida se
hibridan, la longitud del hibrido puede determinarse alineando las secuencias de los polinucleétidos e identificando
la region o regiones de complementariedad de secuencia éptima.
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Condicion | Hibrido Longitud del Temperatura de hibridacion y Temperatura de lavado y
hibrido (pb)’ regulador? regulador?

2SSPE (1xSSPE es NaCl 0,15 M, NaH2PO4 10 mM, y EDTA 1,25 mM, pH 7,4) puede sustituirse por SSC (1xSSC es
NaCl 0,15 My citrato de sodio 15 mM) en la hibridacion y reguladores de lavado; los lavados se realizan durante 15
minutos después de que se completa la hibridacion. Ts*-Tr*: La temperatura de hibridacién para los hibridos que se
prevé que sean inferiores a 50 pares de bases debe ser 5-10°C menor que la temperatura de fusion (Tm) del hibrido,
donde Tm se determina de acuerdo con las siguientes ecuaciones. Para hibridos de menos de 18 pares de bases de
longitud, Tm (°C) = 2 (No. de bases A + T) + 4 (No. de bases G + C). Para hibridos entre 18 y 49 pares de bases de
longitud, Tm (°C) = 81,5 + 16,6 (logioNa*) + 0,41 (% G + C)-(600/N), donde N es el nUmero de bases en el hibrido, y
Na* es la concentracién de iones sodio en el regulador de hibridacion (Na+ para 1X SSC = 0,165 M). Se
proporcionan ejemplos adicionales de condiciones rigurosas para la hibridacion de polinucleétidos en Sambrook et
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, capitulos. 9 y 11, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY (1989), y Ausubel et al., Eds., Current Protocols in Molecular Biology, Secciones 2.10 y 6.3-6.4, John
Wiley & Sons, Inc. (1995), incorporado aqui como referencia.

Los polinucledtidos aislados de la presente invencién se pueden usar como sondas de hibridacion y cebadores para
identificar y aislar ADN que tienen secuencias que codifican variantes alélicas de los polinucleétidos descritos. Las
variantes alélicas son formas alternativas naturales de los polinucleé6tidos descritos que codifican polipéptidos que son
idénticos o tienen una similitud significativa con los polipéptidos codificados por los polinucleétidos descritos.
Preferiblemente, las variantes alélicas tienen al menos un 90% de identidad de secuencia (mas preferiblemente, al
menos un 95% de identidad; lo mas preferiblemente, al menos un 99% de identidad) con los polinucleétidos descritos.

Los polinuclettidos aislados de la presente invencién también pueden usarse como sondas de hibridacion y cebadores
para identificar y aislar ADN que tienen secuencias que codifican polipéptidos homélogos a los polinucleétidos descritos.
Estos homodlogos son polinucledtidos y polipéptidos aislados de una especie diferente a la de los polipéptidos y
polinucleétidos descritos, o dentro de la misma especie, pero con una similitud de secuencia significativa con los
polinucleétidos y polipéptidos divulgados. Preferiblemente, los homélogos de polinucleétidos tienen al menos 50% de
identidad de secuencia (mas preferiblemente, al menos 75% de identidad, lo mas preferiblemente, al menos 90% de
identidad) con los polinucleétidos descritos, mientras que los polipéptidos homélogos tienen al menos 30% de identidad
de secuencia (mas preferiblemente, a al menos 45% de identidad, lo mas preferiblemente, al menos 60% de identidad)
con los anticuerpos/polipéptidos divulgados. Preferiblemente, los homologos de los polinucleétidos y polipéptidos
descritos son aquellos aislados de especies de mamiferos.

Los polinuclettidos aislados de la presente invencién también pueden usarse como sondas de hibridacion y cebadores
para identificar células y tejidos que expresan los anticuerpos de la presente invencién y las condiciones en las que se
expresan.

Ademas, los polinucleétidos aislados de la presente invencion pueden usarse para alterar (es decir, potenciar, reducir o
modificar) la expresion de los genes correspondientes a los polinucledtidos de la presente invencién en una célula u
organismo. Estos "genes correspondientes” son las secuencias de ADN gendmico de la presente invenciéon que se
transcriben para producir los ARNm de los que derivan los polinucleétidos de la presente invencién.

La presente invencién también proporciona constructos en forma de plasmidos, vectores, casetes de transcripcion o
expresion que comprenden al menos un &cido nucleico de la invencion como anteriormente.

Los polinuclettidos aislados de la presente invencion se pueden unir operativamente a una secuencia de control de la
expresion para la produccién recombinante de los polipéptidos de la presente invencién. Adicionalmente, un experto en
la técnica reconocera que los polinucleétidos de la invencidon se pueden unir operativamente a secuencias de
nucledtidos bien conocidas que codifican la regién constante para diversos isotipos de anticuerpos. Por ejemplo, un
polinucleétido de la invencién que codifica una regién o regiones variables de cadena ligera de la invencién (por
ejemplo, la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 8) se puede unir operativamente a una secuencia de nucleétidos que
codifica la regién constante (o derivados de la misma) de una cadena ligera k o una cadena ligera A, de modo que la
expresion de los nucledtidos unidos dara como resultado una cadena ligera kappa o lambda completa con una regién
variable que se une especificamente y neutraliza GDF-8. De forma similar, un polinucleétido de la invencion que codifica
una regién variable de cadena pesada de la invencién (por ejemplo, la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 6) puede
unirse operativamente a una secuencia de nucleétidos que codifica la regién constante de un isotipo de cadena pesada
(o derivados de la misma), por ejemplo, IgM, IgD, IgE, IgG e IgA. Los métodos generales para expresar proteinas
recombinantes son bien conocidos en la técnica. Dichas proteinas recombinantes pueden expresarse en forma soluble
para uso en el tratamiento de trastornos relacionados con la actividad de GDF-8, por ejemplo, trastornos degenerativos
musculares y 6seos.

Los vectores de expresién recombinantes de la invencion pueden portar secuencias adicionales, tales como secuencias

que regulan la replicacion del vector en células huésped (por ejemplo, origenes de replicacién), secuencias de
marcacioén tales como histidina y genes marcadores seleccionables. El gen marcador seleccionable facilita la seleccion
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de células huésped en las que se ha introducido el vector. Por ejemplo, tipicamente el gen marcador seleccionable
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 seleccionables preferidos incluyen el gen de dihidrofolato reductasa
(DHFR) (para uso en células huésped de dhfr con seleccién/amplificacién de metotrexato) y el gen neo (para seleccion
de G418).

Se pueden elegir o construir vectores adecuados, que contienen secuencias reguladoras apropiadas, que incluyen
secuencias promotoras, secuencias terminadoras, secuencias de poliadenilacion, secuencias potenciadoras, genes
marcadores y otras secuencias segun corresponda. Los vectores pueden ser plasmidos o virales, por ejemplo, fagos o
fagémidos, segun sea apropiado. Para mas detalles, véase, por ejemplo, Molecular Cloning: a Laboratory Manual: 22
ed., Sambrook et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. Muchas técnicas y protocolos conocidos para la
manipulacién de acido nucleico, por ejemplo, en la preparacién de constructos de acidos nucleicos, mutagénesis,
secuenciacion, introduccién de ADN en células y expresion génica, y andlisis de proteinas, se describen en detalle en
Current Protocols in Molecular Biology, 22 edicion, Ausubel et al. eds., John Wiley & Sons, 1992.

La presente invencion también proporciona una célula huésped que comprende uno o mas constructos como
anteriormente. Un acido nucleico que codifica cualquier CDR (H1, H2, H3, L1, L2 o L3), dominio VH o VL, o fragmento
de unidn a antigeno como se proporciona aqui, forma un aspecto de la presente invencion.

La presente invencion también incluye un método para producir un péptido mediante la expresion de la proteina a partir
del acido nucleico codificante en una célula huésped. La expresion se puede lograr cultivando células huésped
recombinantes que contienen el acido nucleico en condiciones apropiadas.

Los fragmentos de anticuerpos especificos, los dominios VH y/o VL, y las moléculas de polinucleétidos codificadores y
vectores de acuerdo con la presente invencién se pueden proporcionar aislados y purificados, por ejemplo, de su
entorno natural, en forma sustancialmente pura u homogénea, o, en el caso de &cidos nucleicos, libres o
sustancialmente libres de &acidos nucleicos o genes de origen distinto al de la secuencia que codifica un polipéptido con
la funcién requerida.

Varias lineas celulares son células huésped adecuadas para la expresion recombinante de los polipéptidos y
anticuerpos de la presente invencion. Las lineas de células huésped de mamiferos incluyen, por ejemplo, células COS,
células CHO, células 293T, células A431, células 3T3, células CV-1, células Hela, células L, células BHK21, células
HL-60, células U937, células HakK, Jurkat células, asi como cepas celulares derivadas del cultivo in vitro de tejido
primario y explantes primarios. Dichas células huésped también permiten el empalme de los polinucleétidos de la
invencion que consisten en ADN gendmico.

Alternativamente, puede ser posible producir de forma recombinante los polipéptidos y anticuerpos de la presente
invencion en eucariotas inferiores tales como levadura o en procariotas. Las cepas de levadura potencialmente
adecuadas incluyen Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, cepas de Kluyveromyces y cepas de
Candida. Las cepas bacterianas potencialmente adecuadas incluyen Escherichia coli, Bacillus subtilis y Salmonella
typhimurium. Si los polipéptidos de la presente invencién se elaboran en levadura o bacterias, puede ser necesario
modificarlas mediante, por ejemplo, fosforilacion o glicosilacién de sitios apropiados, para obtener proteinas funcionales.
Tales uniones covalentes se pueden lograr usando métodos quimicos o enzimaticos bien conocidos.

Los polipéptidos y anticuerpos de la presente invencion también pueden producirse de forma recombinante ligando
operativamente los polinucleétidos aislados de la presente invencién a secuencias de control adecuadas en uno o mas
vectores de expresion de insectos, tales como vectores de baculovirus, y empleando un sistema de expresion de células
de insectos. Los materiales y métodos para sistemas de expresion de baculovirus/Sf9 estan disponibles comercialmente
en forma de kit (por ejemplo, el kit MAXBAC®), Invitrogen, Carlsbad, CA).

Después de la expresién recombinante en las células huésped apropiadas, los polipéptidos y anticuerpos de la presente
invencion se pueden purificar a partir de medio de cultivo o extractos celulares usando procesos de purificacion
conocidos, tales como filiracion en gel y cromatografia de intercambio idnico. La purificacién también puede incluir
cromatografia de afinidad con agentes que se sabe que se unen a los polipéptidos y anticuerpos de la presente
invencion. Estos procesos de purificacion también pueden usarse para purificar los polipéptidos y anticuerpos de la
presente invencion a partir de fuentes naturales.

Alternativamente, los polipéptidos y anticuerpos de la presente invencion pueden expresarse de forma recombinante en
una forma que facilita la purificacién. Por ejemplo, los polipéptidos se pueden expresar como fusiones con proteinas
tales como proteina de unién a maltosa (MBP), glutatién S-transferasa (GST) o tiorredoxina (TRX). Los kits para la
expresion y purificacién de tales proteinas de fusién estan disponibles comercialmente a través de New England
BioLabs (Beverly, MA), Pharmacia (Piscataway, NJ) e Invitrogen, respectivamente. Los polipéptidos y anticuerpos de la
presente invencion también pueden marcarse con un epitopo pequefio y posteriormente identificarse o purificarse
usando un anticuerpo especifico para el epitopo. Un epitopo preferido es el epitopo FLAG, que esta disponible
comercialmente a través de Eastman Kodak (New Haven, CT).
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Los polipéptidos y anticuerpos de la presente invenciéon también se pueden producir mediante sintesis quimica
convencional conocida. Los métodos para sintetizar quimicamente los polipéptidos y anticuerpos de la presente
invencion son bien conocidos por los expertos en la técnica. Dichos polipéptidos y anticuerpos quimicamente sintéticos
pueden poseer propiedades bioldgicas en comun con los polipéptidos purificados naturales y anticuerpos, y de este
modo se pueden emplear como sustitutos bioldgicamente activos o inmunolégicos de los polipéptidos y anticuerpos
naturales.

Un aspecto adicional de la presente invencion proporciona una célula huésped que comprende polinucleétidos,
polipéptidos, vectores o anticuerpos y fragmentos de los mismos como se describe en el presente documento. Otro
aspecto mas de la divulgacién proporciona un método que comprende introducir un &cido nucleico de la invencion en
una célula huésped. La introduccién puede emplear cualquier técnica disponible. Para células eucariotas, las técnicas
adecuadas pueden incluir la transfeccién con fosfato de calcio, DEAE-dextrano, electroporacién, transfeccion mediada
por liposomas y transduccién usando un retrovirus u otro virus, por ejemplo, vacuna o, para células de insectos,
baculovirus. Para las células bacterianas, las técnicas adecuadas pueden incluir transformacion con cloruro de calcio,
electroporacién e infeccion usando bacteriéfago.

La introduccién de acidos nucleicos puede seguirse causando o permitiendo la produccion de proteinas a partir del
acido nucleico, por ejemplo, cultivando las células huésped en condiciones adecuadas para la expresion génica. Tales
condiciones son bien conocidas en la técnica.

Ill. Métodos para tratar, mejorar, prevenir e inhibir el progreso de los trastornos 6seos, adiposos, de metabolismo de la
glucosa, de insulina y musculares

La implicacién de GDF-8 en ALS, y el descubrimiento de los nuevos anticuerpos de la invencion, permite métodos para
tratar, aliviar y mejorar trastornos asociados a GDF-8, por ejemplo, trastornos musculares, trastornos neuromusculares,
trastornos degenerativos éseos, trastornos éseos metabdlicos o inducidos, trastornos del metabolismo de la glucosa,
trastornos adiposos y trastornos relacionados con la insulina. Ademas, los anticuerpos permiten diagnosticar,
pronosticar y monitorizar el progreso de los trastornos 6seos, musculares, adiposos o de insulina al medir el nivel de
GDF-8 en una muestra bioldgica. En particular, los anticuerpos de la invencion se pueden usar para tratar a un individuo
con ALS u otro trastorno muscular, o en un método para distinguir si un paciente sufre de ALS u otro trastorno muscular.

Los anticuerpos y otras moléculas de la presente invenciéon son Utiles para prevenir, diagnosticar o tratar diversos
trastornos médicos en humanos o animales. Los anticuerpos pueden usarse para inhibir o reducir una o mas actividades
asociadas con GDF-8. Mas preferiblemente, los anticuerpos inhiben o reducen una o mas de las actividades de GDF-8
con relacion a las actividades de GDF-8 no unida. En ciertas realizaciones, la actividad de GDF-8, cuando esta unida a
uno o mas anticuerpos anti-GDF-8, se inhibe al menos 50%, preferiblemente al menos 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 72, 76,
78, 80, 82, 84, 86 u 88%, mas preferiblemente al menos 90, 91, 92, 93 0 94%, e incluso mas preferiblemente al menos
95% a 100% en relacion con una proteina GDF-8 madura que no esta unida a uno o mas de los anticuerpos anti-GDF-8.
La inhibicién o neutralizacion de la actividad de GDF-8 puede medirse, por ejemplo, en ensayos del gen informador
pGL3(CAGA)12 (RGA) como se describe en Thies et al., citado mas arriba, y en ensayos del receptor ActRIIB como se
ilustra en los Ejemplos.

Los trastornos médicos diagnosticados, pronosticados, monitorizados, tratados, mejorados o prevenidos por anticuerpos
contra GDF-8 son trastornos asociados a GDF-8, por ejemplo, trastornos musculares o neuromusculares que incluyen,
por ejemplo, distrofia muscular (MD, incluida la distrofia muscular de Duchenne), esclerosis lateral amiotréfica (ALS),
atrofia muscular, atrofia de 6rganos, fragilidad, sindrome del tdnel carpiano, enfermedad pulmonar obstructiva
congestiva, sarcopenia, caquexia y otros sindromes de desgaste muscular (por ejemplo, causados por otras
enfermedades y afecciones). Ademas, otros trastornos médicos que pueden ser diagnosticados, pronosticados,
controlados, tratados, mejorados o prevenidos por los anticuerpos contra GDF-8 son trastornos del tejido adiposo tales
como obesidad, diabetes tipo 2, tolerancia alterada a la glucosa, sindromes metabdlicos (por ejemplo, Sindrome X),
resistencia a la insulina inducida por un traumatismo (tal como quemaduras o desequilibrio de nitrégeno) o
enfermedades degenerativas 6seas (por ejemplo, osteoartritis, osteoporosis, etc.). En realizaciones preferidas, los
trastornos que son diagnosticados, pronosticados, monitorizados, tratados, mejorados o prevenidos por anticuerpos
contra GDF-8 son trastornos musculares o neuromusculares. En una realizacion mas preferida, el trastorno muscular o
neuromuscular que se diagnostica, pronostica, monitoriza, trata, mejora o previene mediante anticuerpos anti-GDF-8 es
MD o ALS. En la realizacion mas preferida de la invencion, el trastorno muscular o neuromuscular que se diagnostica,
pronostica, monitoriza, trata, mejora o previene mediante antagonistas de GDF-8 de la presente divulgacion, por
ejemplo, anticuerpos anti-GDF-8 que inhiben GDF-8 actividad de la presente invencion, es ALS.

Otros trastornos médicos que pueden ser diagnosticados, pronosticados, controlados, tratados, mejorados o prevenidos
por los antagonistas de GDF-8 son aquellos asociados con la pérdida de hueso, que incluyen osteoporosis,
especialmente en los ancianos y/o mujeres posmenopausicas, osteoporosis inducida por glucocorticoides, osteopenia,
osteoartritis y fracturas relacionadas con la osteoporosis. Otras enfermedades y trastornos metabdlicos éseos objetivo
incluyen baja masa 6sea debido a la terapia cronica con glucocorticoides, falla gonadal prematura, supresion de
andrégenos, deficiencia de vitamina D, hiperparatiroidismo secundario, deficiencias nutricionales y anorexia nerviosa.
Los anticuerpos se usan preferiblemente para diagnosticar, pronosticar, monitorizar, tratar, mejorar o prevenir tales
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trastornos en mamiferos, particularmente en humanos.

Los anticuerpos de la presente invenciéon se administran en cantidades terapéuticamente efectivas. Generalmente, una
cantidad terapéuticamente eficaz puede variar con la edad, condicion y el sexo del sujeto, asi como con la gravedad de
la afeccién médica en el sujeto. La dosificacion puede ser determinada por un médico y ajustada, segin sea necesario,
para adaptarse a los efectos observados del tratamiento. La toxicidad y la eficacia terapéutica de tales compuestos se
pueden determinar mediante procedimientos farmacéuticos estdndar en cultivos celulares o animales de
experimentacion, por ejemplo, para determinar la LDso (la dosis letal para el 50% de una poblacién) y la EDso (la dosis
terapéuticamente efectiva en 50% de una poblacién). La relacién de dosis entre los efectos toxicos y terapéuticos, es
decir, la LDso/EDso, es el indice terapéutico, y se prefieren los anticuerpos que exhiben indices terapéuticos grandes.

Los datos obtenidos de ensayos de cultivo celular y estudios en animales se pueden usar para formular un intervalo de
dosificacién para uso en humanos. La dosificacién de dichos compuestos se encuentra preferiblemente dentro de un
intervalo de concentraciones circulantes que incluye la EDsp con poca o ninguna toxicidad. La dosificacién puede variar
dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacién y la via de administracién. Para cualquier anticuerpo
usado en la presente invencion, la dosis terapéuticamente efectiva se puede estimar inicialmente a partir de ensayos de
cultivo celular. Se puede formular una dosis en modelos animales para lograr un intervalo de concentracion en plasma
circulante que incluye la ICso (por ejemplo, la concentracién del anticuerpo de prueba que logra una inhibicion méaxima
del 50% de los sintomas o la inhibicion maxima del 50% de la inhibicién de la actividad biol6gica) como se determina en
el cultivo celular. Los niveles en plasma pueden medirse, por ejemplo, mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento. Los efectos de cualquier dosificacion particular pueden monitorizarse mediante un bioensayo adecuado.
Los ejemplos de bioensayos adecuados incluyen, pero no estan limitados a, ensayos de replicacion de ADN, ensayos
basados en transcripcién, ensayos de unién a proteina/receptor GDF-8, ensayos de creatina quinasa, ensayos basados
en la diferenciacion de preadipocitos, ensayos basados en la captacion de glucosa en adipocitos y ensayos
inmunoldgicos.

En general, las composiciones se administran de forma que los anticuerpos o sus fragmentos de unién se administren a
una dosis de 1 ug/kg a 150 mg/kg, 1 ug/kg a 100 mg/kg, 1 pg/kg a 50 mg/kg, 1 pg/kg a 20 mg/kg, 1 pg/kg a 10 mg/kg, 1
po’kg a 1 mgkg, 10 ug/kg a 1 mg/kg, 10 ug/kg a 100 pg/kg, 100 pg/kg a 1 mg/kg, y 500 pg/kg a 1 mg/kg.
Preferiblemente, los anticuerpos se administran como una dosis en bolo para maximizar los niveles circulantes de
anticuerpos durante el mayor periodo de tiempo después de la dosis. La infusiéon continua también se puede usar antes,
después o en lugar de la dosis en bolo.

IV. Métodos de identificacion de agentes terapéuticos

Aln otro aspecto de la divulgacién proporciona un método para identificar agentes terapéuticos Utiles en el tratamiento
del masculo, por ejemplo, metabolismo de la glucosa, adiposidad y trastornos 6seos. Los ensayos de cribado
apropiados, por ejemplo, ensayos basados en ELISA, son conocidos en la técnica. En dicho ensayo de cribado, se
forma una primera mezcla de uniéon combinando un anticuerpo de la invencién y su ligando, GDF-8, y se mide la
cantidad de unién entre el ligando y el anticuerpo en la primera mezcla de unién (Mo). También se forma una segunda
mezcla de unién combinando el anticuerpo, el ligando y un compuesto o agente a cribar, y se mide la cantidad de union
entre el ligando y el anticuerpo en la segunda mezcla de unién (M1). Luego se comparan las cantidades de unién en la
primera y segunda mezclas de unién, por ejemplo, calculando la relacion Mi/Mo. Se considera que el compuesto o
agente es capaz de inhibir la actividad de GDF-8 si se observa una disminucién en la unién en la segunda mezcla de
unién en comparacion con la primera mezcla de union (es decir, Mi/Mo <1). La formulacién y optimizacién de mezclas
de unién esta dentro del nivel de experticia en la técnica; tales mezclas de uniéon también pueden contener reguladores
y sales necesarias para mejorar u optimizar la unién, y pueden incluirse ensayos de control adicionales en el ensayo de
cribado de la invencién.

Los compuestos que se encuentra que reducen la union anticuerpo-ligando en al menos aproximadamente 10% (es
decir, Mi/Mo <0,9), preferiblemente mas de aproximadamente 30%, pueden identificarse y luego, si se desea, se criban
de forma secundaria por la capacidad para inhibir la actividad de GDF-8 en otros ensayos tales como el ensayo de
uniéon de ActRIIB, u otros ensayos basados en células e in vivo como se describe en los Ejemplos o bien, conocidos en
la técnica.

V. Moléculas pequefias

La inhibicién de la actividad de GDF-8 en un organismo (o sujeto) afectado (o en riesgo de) un trastorno asociado a
GDF-8, o en una célula de dicho organismo implicado en tales trastornos, también puede lograrse a través del uso de
moléculas pequerias antagonistas (generalmente pequefas moléculas organicas) que antagonizan, es decir, inhiben la
actividad de, GDF-8. Las nuevas moléculas antagonistas pequefias se pueden identificar mediante los métodos de
cribado descritos anteriormente y se pueden usar en los métodos de tratamiento de la presente invencién descritos en
este documento.

Por el contrario, el aumento de la actividad de GDF-8 en un organismo (0 sujeto) afectado (o en riesgo de) un trastorno
relacionado con la disminucion de la expresion y/o actividad de GDF-8 o un trastorno relacionado con niveles
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disminuidos de GDF-8 también se puede lograr a través del uso de pequerias moléculas (generalmente pequefias
moléculas orgénicas) que agonizan, es decir, mejoran la actividad de, GDF-8. Las nuevas moléculas agonistas
pequenas se pueden identificar mediante los métodos de cribado descritos anteriormente y se pueden usar en los
métodos de tratamiento descritos en este documento.

VI. Métodos para diagnosticar, pronosticar y monitorizar el progreso de trastornos éseos, adiposidad, metabolismo de la
glucosa y musculares

Ademas de tratar, por ejemplo, trastornos del musculo, hueso, metabolismo de glucosa y adiposos, la presente
divulgacion proporciona métodos para diagnosticar tales trastornos detectando la disminucion o el aumento de GDF-8
en una muestra bioldgica, por ejemplo, suero, plasma, liquido de lavado broncoalveolar, esputo, biopsias (por ejemplo,
de musculo), etc. "Diagnostico” o "diagnosticar" significa identificar la presencia o ausencia de una afeccion patoldgica.
Los métodos de diagnéstico implican detectar la presencia de GDF-8, por ejemplo, determinando una cantidad de
prueba de polipéptido GDF-8 en una muestra biol6gica de un sujeto (mamifero humano o no humano) y comparando la
cantidad de prueba con una cantidad o intervalo normal (por ejemplo, una cantidad o intervalo de un individuo o
individuos que se sabe que no padecen dicho trastorno) para el polipéptido GDF-8. Mientras que un método de
diagnéstico particular puede no proporcionar un diagnéstico definitivo de ALS u otros trastornos asociados con GDF-8,
es suficiente si el método proporciona una indicacion positiva que ayuda en el diagndstico.

La presente divulgacion también proporciona métodos para el pronostico de ALS u otros trastornos musculares, o, por
ejemplo, trastornos 6seos, de metabolismo de la glucosa y adiposos mediante la deteccidén de la sobrerregulacion de
GDF-8. "Pronéstico” o "pronosticar” significa predecir el desarrollo probable y/o la gravedad de una condicion patoldgica.
Los métodos de prondstico implican determinar la cantidad de prueba de GDF-8 en una muestra biologica de un sujeto
y comparar la cantidad de prueba con una cantidad o intervalo de prondstico (por ejemplo, una cantidad o intervalo de
individuos con severidades variables de, por ejemplo, ALS) para GDF-8. Varias cantidades de GDF-8 en una muestra
de prueba son consistentes con ciertos prondsticos para ALS u otros trastornos asociados con GDF-8. La deteccién de
una cantidad de GDF-8 a un nivel de prondstico particular proporciona un pronéstico para el sujeto.

La presente descripcién también proporciona métodos para monitorizar el curso de la ALS u otros trastornos asociados
con GDF-8 detectando la sobrerregulacion o subregulacién de GDF-8. Los métodos de monitoreo implican determinar
las cantidades de prueba de GDF-8 en muestras bioldgicas tomadas de un sujeto en una primera y una segunda vez, y
comparar las cantidades. Un cambio en la cantidad de GDF-8 entre la primera y la segunda vez indica un cambio en el
curso de, por ejemplo, la gravedad de ALS u otros trastornos asociados con GDF-8. Un experto en la técnica
reconocera que en trastornos asociados a GDF-8 similares a ALS, por ejemplo, cuando es deseable un aumento en la
masa muscular, una disminucion en la cantidad de GDF-8 y/o actividad de GDF-8 entre la primera y segunda vez indica
la remisién del trastorno, y un aumento en la cantidad indica la progresién del trastorno. Dichos ensayos de control
también son Utiles para evaluar la eficacia de una intervencién terapéutica particular (por ejemplo, atenuacion y/o
reversion de la enfermedad) en pacientes que estan siendo tratados por ALS u otros trastornos asociados con GDF-8.

Los anticuerpos de la presente invencion se pueden usar para el diagndstico, prondstico o monitorizacion detectando la
presencia de GDF-8 in vivo o in vitro. Tales métodos de deteccidén son bien conocidos en la técnica e incluyen ELISA,
radioinmunoensayo, inmunotransferencia, transferencia de Western, inmunofluorescencia, inmunoprecipitacién y otras
técnicas comparables. Los anticuerpos pueden proporcionarse adicionalmente en un kit de diagnéstico que incorpora
una o mas de estas técnicas para detectar GDF-8. Tal kit puede contener otros componentes, embalajes, instrucciones
u otro material para ayudar a la deteccién de la proteina y uso del kit.

Cuando los anticuerpos estan destinados para fines de diagnéstico, prondstico o control, puede ser deseable
modificarlos, por ejemplo, con un grupo ligando (tal como biotina) o un grupo marcador detectable (tal como un grupo
fluorescente, un radiois6topo 0 una enzima). Si se desea, los anticuerpos (ya sean policlonales o0 monoclonales) pueden
marcarse usando técnicas convencionales. Los marcadores adecuados incluyen fluoréforos, cromoéforos, atomos
radiactivos, reactivos densos en electrones, enzimas y ligandos que tienen companeros de unién especificos. Las
enzimas generalmente se detectan por su actividad. Por ejemplo, la peroxidasa de rdbano picante se puede detectar
por su capacidad de convertir tetrametiloenzidina (TMB) en un pigmento azul, cuantificable con un espectrofotometro.
Otros marcadores adecuados pueden incluir biotina y avidina o estreptavidina, IgG y proteina A, y los numerosos pares
receptor-ligando conocidos en la técnica. Otras permutaciones y posibilidades seran facilmente evidentes para los
expertos habituales en la técnica, y se consideran equivalentes dentro del alcance de la presente invencién.

VII. Composiciones farmacéuticas y métodos de administracién

La presente invencién proporciona composiciones que comprenden un antagonista de GDF-8 de la invencion, es decir,
polinucleétidos, vectores, anticuerpos y fragmentos de anticuerpos. Tales composiciones pueden ser adecuadas para
uso farmacéutico y administracién a pacientes. Las composiciones tipicamente comprenden una o mas moléculas de la
presente invencién, preferiblemente un anticuerpo y un excipiente farmacéuticamente aceptable. Los anticuerpos anti-
GDF-8 de la presente invencion se pueden usar in vitro, ex vivo o incorporados en una composicion farmacéutica
cuando se combinan con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Como se usa en el presente documento, la frase
"excipiente farmacéuticamente aceptable” incluye cualquiera y todos los disolventes, soluciones, reguladores, medios
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de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y de retardo de la absorcién, y
similares, que son compatibles con la administracion farmacéutica. Dicha composicién puede contener, ademas de los
anticuerpos de la invencién y el vehiculo, diversos diluyentes, rellenos, sales, reguladores, estabilizantes, solubilizantes
y otros materiales bien conocidos en la técnica. El término "farmacéuticamente aceptable" significa un material no toxico
que no interfiere con la efectividad de la actividad biolégica del ingrediente o ingredientes activos. Las caracteristicas del
portador dependeran de la ruta de administracion. El uso de tales medios y agentes para sustancias farmacéuticamente
activas es bien conocido en la técnica. Las composiciones también pueden contener otros compuestos activos que
proporcionan funciones terapéuticas suplementarias, adicionales o mejoradas. Las composiciones farmacéuticas
también se pueden incluir en un recipiente, empaque o dispensador junto con instrucciones para la administracion.

La composicién farmacéutica de la invencién puede estar en forma de un liposoma en el que un anticuerpo de la
invencion se combina, ademas de otros vehiculos farmacéuticamente aceptables, con agentes anfipaticos tales como
lipidos que existen en forma agregada tales como micelas, monocapas insolubles, cristales liquidos o capas lamelares
en solucion acuosa. Los lipidos adecuados para la formulacion liposémica incluyen, sin limitacién, monoglicéridos,
diglicéridos, sulfatidos, lisolecitina, fosfolipidos, saponina, &cidos biliares y similares. La preparacion de tales
formulaciones liposomales esta dentro del nivel de experticia en la técnica.

Como se usa en el presente documento, el término "cantidad terapéuticamente efectiva" significa la cantidad total de
cada componente activo de la composicion o método farmacéutico que es suficiente para mostrar un beneficio
significativo para el paciente, por ejemplo, mejora de los sintomas, curacién o aumento en la tasa de curacion de tales
condiciones. Cuando se aplica a un ingrediente activo individual, administrado solo, el término se refiere a ese
ingrediente solo. Cuando se aplica a una combinacién, el término se refiere a cantidades combinadas de los
ingredientes activos que dan como resultado el efecto terapéutico, ya sea que se administren en combinacion, en serie
o simultdneamente.

En la préactica del uso de la presente invencion, una cantidad terapéuticamente eficaz, por ejemplo, de un anticuerpo
que se une a GDF-8 e interfiere con la sefnalizacién de GDF-8 se administra a un sujeto, por ejemplo, mamifero (por
ejemplo, un ser humano). Un anticuerpo de la invencién puede administrarse de acuerdo con el uso de la invencién, ya
sea solo o en combinacién con otras terapias tales como agentes antiinflamatorios. Cuando se administra
conjuntamente con uno o mas agentes, un anticuerpo de la invencidon puede administrarse simultaneamente con el
segundo agente o secuencialmente. Si se administra secuencialmente, el médico tratante decidira sobre la secuencia
apropiada de administracion de un anticuerpo de la invencién en combinacion con otros agentes.

En una realizacion, los anticuerpos de la invencion, por ejemplo, composiciones farmacéuticas de los mismos, se
administran en terapia de combinacién, es decir, combinados con otros agentes, por ejemplo, agentes terapéuticos, que
son Utiles para tratar afecciones o trastornos patolégicos, tales como trastornos musculares, trastornos
neuromusculares, trastornos degenerativos 6seos, trastornos éseos metabodlicos o inducidos, trastornos adiposos,
trastornos del metabolismo de la glucosa o trastornos relacionados con la insulina, por ejemplo, asi como trastornos
alérgicos e inflamatorios. El término "en combinacion" en este contexto significa que los agentes se administran de
manera sustancialmente simultanea, de forma simultdnea o secuencial. Si se administran de forma secuencial, al inicio
de la administracion del segundo compuesto, el primero de los dos compuestos es preferiblemente aiun detectable en
concentraciones efectivas en el sitio de tratamiento o en el sujeto.

Una composicion farmacéutica de la invencion se formula para ser compatible con su ruta de administracién prevista.
Los métodos para llevar a cabo la administracion son conocidos por los expertos en la técnica. También puede ser
posible obtener composiciones que pueden administrarse por via tdpica u oral, o que pueden ser capaces de
transmitirse a través de las membranas mucosas. La administracion de un anticuerpo de la invencion utilizado en una
composicién farmacéutica para poner en practica el uso de la presente invencion se puede llevar a cabo en una
variedad de formas convencionales, tales como ingestion oral, inhalacién, inyeccion cutédnea, subcutanea o intravenosa.

Las soluciones o suspensiones usadas para la aplicacién intradérmica o subcutanea incluyen tipicamente uno o mas de
los siguientes componentes: un diluyente estéril tal como agua para inyeccion, solucién salina, aceites fijos,
polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como alcohol
bencilico o metil parabenos; antioxidantes tales como acido ascérbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes tales como
acido etilendiaminotetraacético; reguladores tales como acetatos, citratos o fosfatos; y agentes para el ajuste de la
tonicidad tales como cloruro de sodio o dextrosa. El pH se puede ajustar con acidos o bases, como acido clorhidrico o
hidroxido de sodio. Tales preparaciones pueden incluirse en ampollas, jeringas desechables o viales de dosis multiples
hechos de vidrio o plastico.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para inyeccién incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles y
polvos estériles para la preparacion extemporanea de disoluciones o dispersiones inyectables estériles. Para la
administracion intravenosa, los vehiculos adecuados incluyen solucion salina fisioldgica, agua bacteriostatica,
CremophorM® EL (BASF, Parsippany, NJ) o solucion salina regulada con fosfato (PBS). En todos los casos, la
composicion debe ser estéril y debe ser lo suficientemente fluida para permitir que sea facil de inyectar. Debe ser
estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento y debe poder conservarse frente a la accién contaminante
de microorganismos como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente 0 medio de dispersidén que contiene,
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por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares), y mezclas
adecuadas de los mismos. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento
tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafo de particula requerido en el caso de la dispersion y mediante el
uso de tensoactivos. La prevencién de la accion de microorganismos se puede lograr mediante diversos agentes
antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascoérbico, timerosal y similares. En
muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes tales como manitol,
sorbitol y cloruro de sodio en la composicion. La absorcién prolongada de las composiciones inyectables puede
realizarse incluyendo en la composicién un agente que retrasa la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y
gelatina.

Cuando una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo de la invencién se administra mediante, por ejemplo,
inyecciéon intravenosa, cutanea o subcutdnea, el agente de uni6on estard en forma de una solucién acuosa
parenteralmente aceptable, libre de pirdogenos. La preparacion de tales soluciones de proteinas parenteralmente
aceptables, teniendo debidamente en cuenta el pH, la isotonicidad, la estabilidad y similares, esta dentro de la
experiencia en la técnica. Una composicién farmacéutica preferida para inyeccién intravenosa, cutdnea o subcutanea
debe contener, ademas de agentes aglutinantes, un vehiculo isotonico tal como inyeccién de cloruro de sodio, inyeccion
de Ringer, inyeccion de dextrosa, inyeccién de dextrosa y cloruro sddico, inyeccion de Ringer lactato u otro vehiculo
como se conoce en la técnica. La composicién o composiciones farmacéuticas de la presente invencion también pueden
contener estabilizadores, conservantes, reguladores, antioxidantes u otros aditivos conocidos por los expertos en la
técnica.

La cantidad de un anticuerpo de la invencién (u otro antagonista de la invencion) en la composicién farmacéutica de la
presente invencion dependera de la naturaleza y la gravedad de la afeccion que se trata, y de la naturaleza de los
tratamientos previos experimentados por el paciente. En ultima instancia, el médico tratante decidira la cantidad de
anticuerpo con el que se tratara a cada paciente en particular. Inicialmente, un médico tratante administra bajas dosis de
anticuerpos y observa la respuesta del paciente. Pueden administrarse dosis mayores de anticuerpo hasta que se
obtenga el efecto terapéutico dptimo para el paciente, y en ese punto la dosificacién generalmente no aumenta mas. Se
contempla que las diversas composiciones farmacéuticas utilizadas para practicar el método de la presente invencion
deberian contener aproximadamente 0,1 ug a 50 mg de anticuerpo por kg de peso corporal.

La duracién de la terapia que usa la composicion farmacéutica de la presente invencién variara, dependiendo de la
gravedad de la enfermedad que se esta tratando y la afeccion y la respuesta idiosincrasica potencial de cada paciente
individual. Se contempla que la duracion de cada aplicacién de anticuerpo serd a través de, por ejemplo, la ruta
subcuténea y, por ejemplo, en el intervalo de una vez por semana. Finalmente, el médico tratante decidira la duracion
apropiada de la terapia usando la composicién farmacéutica de la presente invencién.

Las composiciones orales generalmente incluyen un diluyente inerte o un vehiculo comestible. Pueden encerrarse en
capsulas de gelatina o comprimirse en tabletas. Para el proposito de la administracion terapéutica oral, el antagonista de
GDF-8 (por ejemplo, anticuerpo, molécula pequefa, etc.) puede incorporarse con excipientes y usarse en forma de
tabletas o capsulas. Los agentes aglutinantes farmacéuticamente compatibles y/o los materiales adyuvantes se pueden
incluir como parte de la composicion. Las tabletas, pildoras, capsulas y similares pueden contener cualquiera de los
siguientes ingredientes o compuestos de naturaleza similar; un aglutinante tal como celulosa microcristalina, goma de
tragacanto o gelatina; un excipiente tal como almidén o lactosa; un agente disgregante tal como &cido alginico,
Primogel? o almidén de maiz; un lubricante tal como estearato de magnesio o SterotesM®; un deslizante tal como
diéxido de silicio coloidal; un agente edulcorante tal como sacarosa o sacarina; o un agente aromatizante tal como
menta, salicilato de metilo o saborizante de naranja.

Cuando una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién farmacéutica de la invencion, por ejemplo, un
anticuerpo que se une a GDF-8 e interfiere con la sefalizacion de GDF-8, se administra por via oral, el agente de union
estara en forma de una tableta, capsula, polvo, solucién o elixir. Cuando se administra en forma de tableta, la
composicion farmacéutica de la invencién puede contener adicionalmente un vehiculo sélido tal como una gelatina o un
adyuvante. La tableta, la capsula y el polvo contienen de aproximadamente 5 a 95% de agente de unidn, y
preferiblemente de aproximadamente 25 a 90% de agente de unién. Cuando se administra en forma liquida, se puede
agregar un vehiculo liquido tal como agua, petréleo, aceites de origen animal o vegetal, tal como aceite de mani, aceite
mineral, aceite de soja o aceite de sésamo, o0 aceites sintéticos (después de tomar en cuenta las alergias del paciente
individual y/o de la vasta poblacién de individuos a tales portadores liquidos). La forma liquida de la composicion
farmacéutica puede contener ademas solucion salina fisiolégica, dextrosa u otra solucion de sacarido, o glicoles tales
como etilenglicol, propilenglicol o polietilenglicol. Cuando se administra en forma liquida, la composicién farmacéutica
contiene de aproximadamente 0,5 a 90% en peso del agente de unién, y preferiblemente de aproximadamente 1 a 50%
del agente de unién.

Para administracién por inhalacién, se administra un antagonista de GDF-8 en forma de aerosol desde un recipiente o
dispensador presurizado, que contiene un propelente adecuado, por ejemplo, un gas tal como diéxido de carbono o un
nebulizador. Por consiguiente, los compuestos descritos en este documento pueden administrarse por inhalacion al
tejido pulmonar. El término "tejido pulmonar" tal como se usa en el presente documento se refiere a cualquier tejido del
tracto respiratorio e incluye tanto el tracto respiratorio superior como el inferior, excepto que se indique lo contrario. Se
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pueden administrar uno 0 mas anticuerpos contra GDF-8 en combinacién con una o mas de las modalidades existentes
para tratar enfermedades pulmonares.

En un ejemplo, el compuesto se formula para un nebulizador. En una realizacion, el compuesto puede almacenarse en
una forma liofilizada (por ejemplo, a temperatura ambiente) y reconstituirse en solucién antes de la inhalacion.

También es posible formular el compuesto para inhalacién usando un dispositivo médico, por ejemplo, un inhalador
(véase, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos Nos. 6.102.035 (un inhalador de polvo) y 6.012.454 (un inhalador
de polvo seco)). El inhalador puede incluir compartimentos separados para el compuesto activo a un pH adecuado para
el almacenamiento y otro compartimento para un regulador neutralizante, y un mecanismo para combinar el compuesto
con un regulador neutralizante inmediatamente antes de la atomizacion. En una realizacion, el inhalador es un inhalador
de dosis medida.

Aunque no es necesario, pueden usarse potenciadores de administracion tales como tensoactivos para mejorar
adicionalmente la administracién pulmonar. Un "tensoactivo" como se usa en el presente documento se refiere a un
compuesto que tiene unidades estructurales hidrofilicas y lipofilicas que promueven la absorcion de un farmaco
interactuando con una interfaz entre dos fases inmiscibles. Los tensoactivos son utiles con particulas secas por varias
razones, por ejemplo, reduccion de la aglomeracion de particulas, reduccion de fagocitosis de macréfagos, etc. Cuando
se combina con surfactante pulmonar, se puede lograr una absorcion mas eficiente del compuesto porque los
surfactantes, tales como DPPC, facilitaran enormemente la difusién del compuesto. Los tensoactivos son bien
conocidos en la técnica e incluyen, pero sin limitacion, fosfoglicéridos, por ejemplo, fosfatidilcolinas, L-alfa-fosfatidilcolina
dipalmitoilo (DPPC) y difosfatidil glicerol (DPPG); hexadecanol; &cidos grasos; polietilenglicol (PEG); éter de
polioxietilen-9-aurilo; acido palmitico; acido oleico; trioleato de sorbitan (Span 85); glicocolato; surfactina; poloxamero;
éster de acido graso de sorbitan; trioleato de sorbitan; tiloxapol; y fosfolipidos.

La administracion sistémica también puede ser por medios transmucosales o transdérmicos. Por ejemplo, en el caso de
anticuerpos que comprenden la porcién Fc, las composiciones pueden ser capaces de transmitirse a través de
membranas mucosas (por ejemplo, intestino, boca o pulmones) a través de la ruta mediada por el receptor FcRn (por
ejemplo, patente de Estados Unidos No. 6.030.613). En general, la administracion transmucosal se puede lograr, por
ejemplo, mediante el uso de pastillas, aerosoles nasales, inhaladores o supositorios. Para la administracion
transdérmica, los compuestos activos se formulan en unglientos, balsamos, geles, parches o cremas como se conoce
generalmente en la técnica. Para la administracién transmucosal o transdérmica, se usan en la formulaciéon penetrantes
apropiados para la barrera a permear. Tales penetrantes son generalmente conocidos en la técnica e incluyen, por
ejemplo, detergentes, sales biliares y derivados de acido fusidico.

Las composiciones farmacéuticas también pueden consistir en composiciones adecuadas para terapia génica, es decir,
composiciones compuestas de los polinucleétidos descritos en este documento. En el caso de la terapia génica, el
vehiculo farmacéuticamente aceptable puede incluir, por ejemplo, lipidos, esferas de colageno, sistemas de emulsion
catiénica, agua, reguladores salinos, vectores virales, restos de quilomicrones, nanoparticulas de polimeros (por
ejemplo, gelatina-ADN o quitosano-ADN), particulas de oro, complejos poliméricos, ADN recubierto con liposomas
(lipoplexes), complejos de polimeros con ADN (polyplexes), etc. (véase, por ejemplo, Gardlik et al. (2005) Med. Sci.
Monit. 11 (4): RA110-21).

Estabilizacion y retencion

En una realizacion, un anticuerpo GDF-8 esta fisicamente asociado con una unidad estructural que mejora su
estabilizacién y/o retencién en la circulacion, por ejemplo, en sangre, suero, linfa, lavado broncoalveolar o
broncoalveolar u otros tejidos, por ejemplo, al menos 1,5, 2, 5, 10 0 50 veces.

Los antagonistas de la invencion se pueden preparar con vehiculos que protegeran contra la eliminacion rapida del
cuerpo, tal como una formulacién de liberacion controlada, que incluye implantes y sistemas de administracion
microencapsulados. Se pueden usar polimeros biodegradables y biocompatibles, como acetato de vinil etileno,
polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres y acido polilactico. Los métodos para la preparacion de tales
formulaciones seran evidentes para los expertos en la técnica. Las suspensiones liposomales que contienen un
antagonista de GDF-8, por ejemplo, uno o mas anticuerpos anti-GDF-8, también pueden usarse como vehiculos
farmacéuticamente aceptables. Estos pueden prepararse de acuerdo con métodos conocidos por los expertos en la
técnica.

Por ejemplo, un anticuerpo GDF-8 puede asociarse con un polimero, por ejemplo, un polimero sustancialmente no
antigénico, tal como 6xidos de polialquileno u 6xidos de polietileno. Los polimeros adecuados variaran sustancialmente
en peso. Se pueden usar polimeros que tienen pesos moleculares promedio en ndmero que varian de
aproximadamente 200 a aproximadamente 35.000 (o aproximadamente 1.000 a aproximadamente 15.000, o
aproximadamente 2.000 a aproximadamente 12.500).

Por ejemplo, un anticuerpo GDF-8 puede conjugarse con un polimero soluble en agua, por ejemplo, polimeros de

polivinilo hidréfilos, por ejemplo, alcohol polivinilico y polivinilpirrolidona. Una lista no limitativa de dichos polimeros
incluye homopolimeros de Oxido de polialquileno tales como polietilenglicol (PEG) o polipropilenglicoles, polioles
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polioxietilenados, copolimeros de los mismos y copolimeros en bloque de los mismos, con la condicién de que se
mantenga la solubilidad en agua de los copolimeros en bloque. Polimeros adicionales Utiles incluyen polioxialquilenos
tales como polioxietileno, polioxipropileno y copolimeros en bloque de polioxietileno y polioxipropileno (Pluronics);
polimetacrilatos; carbémeros; polisacaridos ramificados o no ramificados, que comprenden los monémeros de sacaridos
D-manosa, D-galactosa y L-galactosa, fucosa, fructosa, D-xilosa, L-arabinosa, &cido D-glucurdnico, &cido sidlico, acido
D-galacturoénico, acido D-manurénico (por ejemplo, acido polimanurénico o &acido alginico), D-glucosamina, D-
galactosamina, D-glucosa y acido neuraminico, incluidos homopolisacéridos y heteropolisacaridos tales como lactosa,
amilopectina, almidon, hidroxietil almidén, amilosa, sulfato de dextrano, dextrano, dextrinas, glicégeno o la subunidad de
polisacaridos de los mucopolisacaridos acidos, por ejemplo, acido hialurénico; polimeros de alcoholes de azucar tales
como polisorbitol y polimanitol; heparina, etc.

Otros compuestos también se pueden unir al mismo polimero, por ejemplo, una citotoxina, una etiqueta, u otro agente
de direccionamiento, por ejemplo, otro anticuerpo GDF-8 o un ligando no relacionado. Pueden usarse 6xidos de
polialquileno (PAO) terminados en alcoxi monoactivados, por ejemplo, polietilenglicoles terminados en monometoxi
(mPEG), polimeros terminados en alquilo C14 y éxidos de polietileno bisactivados (glicoles) para entrecruzamiento
(véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos No. 5.951.974).

En una realizacion, el polimero antes del entrecruzamiento con el ligando no necesita ser, pero preferiblemente es,
soluble en agua. Generalmente, después del entrecruzamiento, el producto es soluble en agua, por ejemplo, exhibe una
solubilidad en agua de al menos aproximadamente 0,01 mg/mL, y mas preferiblemente al menos aproximadamente 0,1
mg/mL, y ain mas preferiblemente al menos aproximadamente 1 mg/mL. Ademas, el polimero no debe ser altamente
inmunogénico en la forma conjugada, ni debe poseer viscosidad que sea incompatible con la infusion intravenosa, la
aerosolizacion o inyeccion, si el conjugado esta destinado a ser administrado por tales vias.

En una realizacion, el polimero contiene solo un Unico grupo que es reactivo. Esto ayuda a evitar el entrecruzamiento de
moléculas de ligando entre si. Sin embargo, esta dentro del alcance de la presente memoria maximizar las condiciones
de reaccion para reducir el entrecruzamiento entre moléculas de ligando o purificar los productos de reaccion mediante
filtracion en gel o cromatografia de intercambio i6nico para recuperar derivados sustancialmente homogéneos. En otras
realizaciones, el polimero contiene dos 0 mas grupos reactivos con el fin de unir multiples ligandos a la cadena principal
del polimero. De nuevo, la filtracion en gel o la cromatografia de intercambio idénico se pueden usar para recuperar el
derivado deseado en forma sustancialmente homogénea.

El peso molecular del polimero puede oscilar hasta aproximadamente 500.000 D, y preferiblemente es al menos
aproximadamente de 20,000 D, o al menos aproximadamente de 30.000 D, o al menos aproximadamente de 40.000 D.
El peso molecular elegido puede depender del tamaro efectivo del conjugado a lograr, la naturaleza (por ejemplo,
estructura, tal como lineal o ramificada) del polimero, y el grado de formacién de derivados.

Se puede usar un enlace covalente para unir un anticuerpo GDF-8 a un polimero, por ejemplo, el entrecruzamiento al
grupo amino del extremo terminal N del ligando y de los grupos amino épsilon encontrados en residuos de lisina del
ligando, asi como otros grupos amino, imino, carboxilo, sulfhidrilo, hidroxilo u otros grupos hidréfilos. El polimero se
puede unir covalentemente directamente al anticuerpo GDF-8 sin el uso de un agente de entrecruzamiento
multifuncional (ordinariamente bifuncional). La unién covalente a grupos amino se realiza mediante procedimientos
quimicos conocidos basados en cloruro cianurico, diimidazol carbonilo, grupos reactivos aldehido (alcoxido de PEG mas
dietil acetilo de bromoacetaldehido; PEG mas DMSO y anhidrido acético, o cloruro de PEG mas el fenéxido de 4-
hidroxibenzaldehido, ésteres de succinimidilo activados, ditiocarbonato de PEG activado, 2,4,5-triclorofenilcloroformiato
o PEG activado con P-nitrofenilcloroformiato). Los grupos carboxilo pueden formar derivados acoplando PEG-amina
usando carbodiimida. Los grupos sulfhidrilo pueden formar derivados por acoplamiento a PEG sustituido con maleimido
(por ejemplo, alcoxi-PEG amina mas sulfosuccinimidil 4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato) (véase el
documento WO 97/10847) o PEG-maleimida). Alternativamente, los grupos amino libres en el ligando (por ejemplo,
grupos amino épsilon en residuos de lisina) pueden tiolarse con 2-imino-tiolano (reactivo de Traut) y luego acoplarse a
derivados de PEG que contienen maleimida, por ejemplo, como se describe en Pedley et al. (1994) Br. J. Cancer 70:
1126-30.

Los polimeros de PEG con adicién de grupos funcionales que se pueden unir a un anticuerpo GDF-8 estan disponibles,
por ejemplo, a través de Shearwater Polymers, Inc. (Huntsville, AL). Dichos derivados de PEG disponibles en el
mercado incluyen, por ejemplo, amino-PEG, ésteres de aminoacidos de PEG, PEG-hidracida, PEG-tiol, PEG-succinato,
PEG carboximetilado, PEG-acido propionico, aminoacidos de PEG, succinato de succinimidilo de PEG, propionato de
succinimidilo de PEG, éster de succinimidilo de PEG carboximetilado, carbonato de succinimidilo de PEG, ésteres de
succinimidilo de aminoacidos de PEG, PEG-oxicarbonilimidazol, PEG-carbonato de nitrofenilo, tresilato de PEG, PEG-
glicidil éter, PEG-aldehido, PEG vinilsulfona, PEG-maleimida, PEG-ortopiridil-disulfuro, PEG heterofuncionales,
derivados de vinilo de PEG, silanos de PEG y fosfélidos de PEG. Las condiciones de reaccién para el acoplamiento de
estos derivados de PEG pueden variar dependiendo del anticuerpo GDF-8, el grado deseado de PEGilacion y el
derivado de PEG utilizado. Algunos factores implicados en la eleccion de derivados de PEG incluyen: el punto de unién
deseado (tal como grupos R de lisina o cisteina), estabilidad hidrolitica y reactividad de los derivados, estabilidad,
toxicidad y antigenicidad del enlace, idoneidad para analisis, etc. Las instrucciones especificas para el uso de cualquier
derivado particular estan disponibles a través del fabricante.
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Los conjugados de un anticuerpo GDF-8 y un polimero se pueden separar de los materiales de partida sin reaccionar,
por ejemplo, mediante filtracion en gel o cromatografia de intercambio i6nico, u otras formas de cromatografia, por
ejemplo, HPLC. Las especies heterélogas de los conjugados se purifican entre si de la misma manera. La resolucion de
diferentes especies (por ejemplo, que contienen uno o dos residuos de PEG) también es posible debido a la diferencia
en las propiedades ionicas de los aminoacidos sin reaccionar (véase, por ejemplo, el documento WO 96/34015).

Se espera que los polinucleétidos y proteinas de la presente invencion exhiban uno o mas de los usos o actividades
bioldgicas (incluyendo aquellas asociadas con los ensayos citados a continuacion) identificados en este documento. Los
usos o actividades descritos para proteinas de la presente invencién pueden proporcionarse mediante administracion o
uso de tales proteinas, o mediante administracion o uso de polinucleétidos que codifican tales proteinas (tales como,
por ejemplo, en terapias génicas o vectores adecuados para la introduccién de ADN).

Puede ser ventajoso formular composiciones orales o parenterales en forma de unidad de dosificacion para facilidad de
administracién y uniformidad de dosificacion. La forma de unidad de dosificacion como se usa en el presente documento
se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para el sujeto a tratar, conteniendo
cada unidad una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado
en asociacion con el vehiculo farmacéutico requerido. La especificacion para las formas de unidades de dosificaciéon de
la invencidon esta dictada y depende directamente de las caracteristicas Unicas del compuesto activo, el efecto
terapéutico particular que debe alcanzarse, y las limitaciones inherentes en la técnica de formulacién de dicho
compuesto activo para el tratamiento de individuos.

Otro aspecto de la presente divulgacion se refiere en consecuencia a kits para llevar a cabo la administracion de los
anticuerpos contra GDF-8 de la invencién, por ejemplo, con o sin otros compuestos terapéuticos, o para usar los
anticuerpos anti-GDF-8 como una investigacién o herramienta terapéutica para determinar la presencia y/o nivel de
GDF-8 en una muestra bioldgica, tal como un kit de ELISA. En una realizacion de la divulgacion, el kit comprende uno o
mas anticuerpos anti-GDF-8 formulados en un vehiculo farmacéutico, y al menos un agente, por ejemplo, un agente
terapéutico, formulado segln sea apropiado, en una o mas preparaciones farmacéuticas separadas.

Los ejemplos que siguen se exponen para ayudar a la comprension de la invencién, pero no se pretende que limiten el
alcance de la invencion de ninguna manera, y no deben interpretarse como tales. Los ejemplos no incluyen
descripciones detalladas de métodos convencionales, tales como formacién de hibridomas, ELISA, ensayos de
proliferacién, analisis de citometria de flujo y técnicas de ADN recombinante. Tales métodos son bien conocidos por los
expertos en la técnica.

Ejemplos
Ejemplo 1
Creacidn e identificacion del anticuerpo RK35 anti-GDF-8

La proteina GDF-8 humana (propéptido GDF-8 y GDF-8 maduro) y la proteina BMP-11 se aislaron y caracterizaron
como se describe en la Solicitud de Patente Publicada de Estados Unidos No. 2004/0142382.

Se inmunizaron seis ratones hembra BALB/c con desactivacién génica de miostatina (8 semanas de edad, McPherron
et al., citado mas arriba) mediante inyecciones subcutaneas con 20 pg del dimero GDF-8 recombinante en adyuvante
completo de Freund.

Se administraron varias inyecciones de refuerzo de la misma cantidad de antigeno en adyuvante incompleto de Freund
a intervalos de 2 semanas y se administré una inyeccion intravenosa final (vena de la cola) de 2 ug en PBS antes de la
fusion. Los esplenocitos de dos de los ratones que demostraron los titulos de anticuerpos mas elevados se fusionaron
con células de mieloma de ratdn (niumero de acceso de ATCC P3X63.Ag8.653) usando técnicas estandar (Oi y
Herzenberger (1980) en: Mishell, BB, Shiigi, SM, Henry, C., Mishell, RI (Eds.), Selected Methods in Cellular Immunology
WH Freemen, San Francisco, pags. 351-72). Después de 10-14 dias, los sobrenadantes se recogieron y cribaron para
la produccién de anticuerpos anti-GDF-8 mediante ELISA en fase sélida y en solucién (Whittemore et al., citado més
arriba). Se usaron técnicas estandar de ELISA y el ensayo informador con pGL3-(CAGA)12 (Theis et al. (2001) Growth
Factors 18: 251-59) para determinar la ICso para la inhibicion de la unién de miostatina a su receptor, ActRIIB, usando
ActRIIB-Fc quimérico generado fusionando el dominio extracelular del receptor de ActRIIB-Fc humano con la regién Fc
de IgG1 humana. Los hibridomas elegidos para estudios adicionales se convirtieron en monoclonales mediante dilucion
limitante repetida para asegurar la monoclonalidad. El anticuerpo monoclonal RK35 se seleccioné para un estudio
posterior.

Ejemplo 2

El anticuerpo monoclonal RK35 tiene una alta afinidad por GDF-8 y exhibe actividad de neutralizacion
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Ejemplo 2.1: Procedimientos experimentales

Para el ELISA, se recubrié GDF-8 biotinilado durante la noche a 4°C en placas de microtitulacién de estreptavidina de
96 pozos (Pierce, Rockford, IL) a razon de 1 pg/mL. Después del recubrimiento, las soluciones se eliminaron de los
pozos, y las placas se bloquearon durante 1 hora a temperatura ambiente en solucion SuperBlock (Pierce). Las placas
se enjuagaron con PBS y se afiadieron 100 pl de anticuerpo RK35 a los pozos a diversas concentraciones. Las placas
se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora y luego se lavaron con PBS. A cada pozo, se la anadieron 100 pl
de una dilucién 1:5.000 de conjugado anti-hulgG-HRP (Southern Biotech, Birmingham, AL) y las placas se incubaron a
temperatura ambiente durante 1 hora. Cada placa se lavé tres veces con PBS. Se afadi6 substrato de TMB (100 pl) a
cada pozo y se incubd hasta el desarrollo del color. La reaccién se detuvo mediante la adicion de 100 pyl de H2SO4 0,18
M. La sefal generada se midi6 leyendo la absorbancia a 450 nm usando un lector de placas de microtitulacion. La union
a GDF-8 se confirm6 usando anticuerpo de control de isotipo humano.

Se recubrieron placas de ensayo de fondo plano de 96 pozos con quimera de ActRIIB-Fc (R & D Systems, Minneapolis,
MN, Cat. No. 339-RB/CF) (Costar, NY, Cat. No. 3590) a razén de 1 yg/mL en regulador de carbonato de sodio 0,2 M
durante la noche a 4°C. Las placas se bloquearon luego con 1 mg/mL de albumina de suero bovino y se lavaron
siguiendo el protocolo de ELISA estandar. Se afadieron alicuotas (100 uL) de GDF-8 o BMP-11 biotinilado a la placa de
ELISA bloqueada a diversas concentraciones, se incubaron durante 1 h, se lavaron, y se detecté la cantidad de GDF-8
o BMP-11 unido mediante estreptavidina-peroxidasa rabano picante (SA-HRP, BD PharMingen, San Diego, CA, Cat.
No. 13047E) seguido de la adicion de TMB (KPL, Gaithersburg, MD, Cat. No. 50-76-04). Las mediciones colorimétricas
se hicieron a 450 nm en un lector de microplacas de Molecular Devices. Para analizar la actividad inhibidora, se prob6
RK35 a diversas concentraciones por preincubacion con 20 ng/mL de GDF-8 o 20 ng/mL de BMP-11. Después de la
incubacién durante 1 hora a temperatura ambiente, se afiadieron 100 yL de mezcla de RK35 y GDF-8 o BMP-11 a la
placa. La deteccion y cuantificacion del factor unido se describe en Whittemore et al. (2003) Biochem. Biophys. Res.
Commun. 300: 965-71.

Para demostrar la actividad de GDF-8, se desarroll6 un ensayo de gen informador (RGA) usando un vector informador
pGL3(CAGA)12 que expresa luciferasa bajo el control del promotor inducido por TGF-B. La CAGA es una secuencia
sensible a TGF-B dentro del promotor del gen PAI-1 inducido por TGF-B (Denner et al. (1998) EMBO J. 17: 3091-3100).
Se elabord un vector informador que contenia 12 cajas de CAGA usando el plasmido informador de luciferasa basico
pGL3 (Promega, Madison, WI). La caja TATA y el sitio de inicio de la transcripcién del promotor posterior principal de
adenovirus (-35/+10) se insertaron entre los sitios Bglll y Hindlll. Los oligonucleétidos que contienen 12 repeticiones de
las cajas CAGA, es decir, AGCCAGACA, se hibridaron y clonaron en el sitio Xhol. La linea celular de rabdomiosarcoma
humano A204 (ATCC HTB-82) se transfectd transitoriamente con pGL3(CAGA)12 usando el reactivo de transfeccion
FUGENE 6 (Boehringer Mannheim, Alemania). Después de la transfeccion, las células se cultivaron en placas de 96
pozos en medio 5A de McCoy complementado con glutamina 2 mM, 100 U/mL de estreptomicina, 100 pg/mL de
penicilina y 10% de suero de ternero fetal durante 16 horas. Las células se trataron luego con o sin 10 ng/mL de GDF-8
en medio 5A de McCoy 5A con glutamina, estreptomicina, penicilina y 1 mg/mL de albimina de suero bovino durante 6
horas a 37°C. La luciferasa se cuantificé en las células tratadas usando el sistema de ensayo de luciferasa (Promega).
Para probar la actividad inhibidora de RK35, se preincubé GDF-8 con el anticuerpo durante 1 hora a temperatura
ambiente. Esta mezcla se anadi6 luego a las células transfectadas y las células se incubaron durante 6 horas a 37°C.
La luciferasa se cuantific6 usando el sistema de ensayo de luciferasa (Promega).

Ejemplo 2.2: Resultados

Se generé un anticuerpo monoclonal de ratén de alta afinidad para la miostatina mediante la inmunizacion de ratones
desactivados para GDF-8 con GDF-8 humana recombinante purificada, que es idéntica en secuencia de aminodacidos a
la miostatina murina madura (McPherron et al., 1997). El anticuerpo RK35 se unié con alta afinidad a GDF-8 segun se
ensayd mediante ELISA directo (4 nM; Figura 1A). Se utilizé6 un ELISA de competencia para evaluar la capacidad de
RK35 para inhibir la unién de GDF-8 a su receptor de alta afinidad, ActRIIB. RK35 bloqued la uniéon de GDF-8 biotinilado
a ActRIIB-Fc inmovilizado con una ICso ~ 2,5 nM (Figura 1B). ActRIlb soluble también bloque6 la uniéon de GDF-8 a
ActRIIb-Fc inmovilizado, mientras que los anticuerpos de control no bloquearon la unién. La actividad de neutralizacion
de RK35 también se midié usando un ensayo informador basado en células pGL3-(CAGA)12. En este ensayo, el gen de
luciferasa se clon6 bajo el control del promotor sensible a GDF-8/TGF-f y las células de rabdomiosarcoma humano
A204 se transfectaron transitoriamente con el plasmido informador. Los aumentos en la actividad de luciferasa en
células A204 inducida por GDF-8 se bloquearon de una forma dependiente de la dosis por RK35 (Figura 1C). RK35
redujo la actividad de transducciéon de sefal de GDF-8 con una ICso de 0,2 nM. Por lo tanto, RK35 es un nuevo
anticuerpo neutralizante monoclonal murino altamente potente dirigido contra GDF-8.

Ejemplo 3

Actividad in vivo de RK35 en modelos de roedor con ALS y de tipo silvestre
Ejemplo 3.1: Procedimientos experimentales

Ejemplo 3.1.1: Animales y tratamiento con farmaco
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Todos los procedimientos que involucran animales fueron aprobados por el IACUC de la Universidad de Pensilvania o
Wyeth. Los ratones transgénicos que expresan SODG93A humana (Gurney et al., citado mas arriba) sobre un fondo
hibrido B6SJL (Jackson Laboratories) se aparearon internamente con ratones reproductores hembra B6SJLF1 (Jackson
Laboratories). La progenie se crib6é por PCR; se utilizaron ratones negativos para el transgén como controles de tipo
silvestre de camada de la misma edad. Los ratones se dividieron en cuatro grupos: 29 ratones SODG93A tratados con
el anticuerpo anti-miostatina RK35, 28 ratones SODG93A tratados con solucion salina regulada con fosfato (PBS)
(vehiculo), 23 ratones de tipo silvestre tratados con RK35 y 23 ratones de tipo silvestre tratados con PBS. Comenzando
a los 28 dias después del nacimiento, los ratones fueron inyectados intraperitonealmente semanalmente, con anticuerpo
monoclonal anti-GDF-8 RK35 o un volumen equivalente de PBS. La primera dosis fue de 40 mg/kg; las dosis
posteriores fueron de 20 mg/kg/semana siguiendo el protocolo descrito para el anticuerpo anti-miostatina JA16
(Whittemore, et al., citado mas arriba). Se sacrificaron 9-12 ratones de cada grupo entre 84 y 90 dias (12 semanas) de
edad (media de 88 dias) para evaluar la masa muscular himeda y la histologia, y los ratones restantes se monitorizaron
hasta alcanzar la enfermedad en etapa terminal (~ 134 dias), que se define como una falla a la derecha dentro de los 30
segundos de yacer en forma lateral izquierda y derecha.

Al mismo tiempo, se administré a ratas transgénicas (58) que expresan SODG93A humano (Howland et al., citado mas
arriba) en una mezcla igual de machos y hembras, PBS (vehiculo) o RK35. Diez ratas en cada grupo fueron sacrificadas
a los 95 dias de edad para determinar el efecto de RK35 sobre la masa muscular humeda. Las 19 ratas restantes en
cada grupo continuaron hasta la etapa terminal de la enfermedad. Se us6 un segundo estudio en el que se usaron ratas
de control de camada hembra transgénicas y de tipo silvestre para comparar los aumentos de peso corporal y los
cambios en la fuerza de prension entre los grupos de tratamiento y el genotipo. En cada estudio, las ratas fueron
inyectadas intraperitonealmente con RK35 a razén de 40 mg/kg (a las 6 semanas (~42 dias) de edad) y posteriormente
inyectadas con 20 mg/kg/semana o vehiculo continuando bien sea hasta sacrificio a los 95 dias para analizar la masa
muscular o hasta la etapa terminal medida por falla refleja derecha.

Ejemplo 3.1.2: Peso corporal y mediciones de masa muscular

Los pesos corporales iniciales se usaron para distribuir equitativamente animales entre las cohortes a fin de garantizar
el peso corporal promedio equivalente al inicio del estudio. El inicio de la pérdida de peso se calificé como la edad a la
que se observd la primera de tres medidas consecutivas de pérdida de peso. La masa muscular himeda se determiné
en el gastrocnemio, el tibial craneal, el cuadriceps y el diafragma en un punto compatible con enfermedad temprana (88
dias para ratones, 95 dias para ratas) y en etapa terminal (~ 134 dias para ratones y ~ 128 dias para las ratas). Los
animales se sacrificaron y los musculos de cada pata se diseccionaron y pesaron cuantitativamente; los valores de las
patas derecha e izquierda se promediaron.

Ejemplo 3.1.3: Histopatologia muscular y recuento de neuronas motoras

El gastrocnemio y el diafragma se fijaron y seccionaron para la tincién con H&E (Howland et al. (2002) Proc. Natl Acad.
Sci. U.S.A. 99: 1604-29). La puntuacion para la atrofia y la hipertrofia fue realizada por dos patélogos independientes,
sin conocimiento de la identidad de la muestra. Los didmetros de fibra se midieron por morfometria (Axiovision 4.3,
Zeiss, Thornwood, NY) en musculo gastrocnemio (ratones SODG93A tratados con PBS y RK35 y ratones de tipo
silvestre tratados con PBS) a los 88 dias y etapa terminal, asi como para el masculo del diafragma (SODG93A tratados
con PBS y RK35 y ratones de tipo silvestre tratados con PBS) y etapa terminal. Se congelaron en forma instantanea tres
musculos por grupo en isopentano enfriado con hielo seco, se sometieron a crioseccién a un espesor de 8 um y se
inmunotifieron usando un anticuerpo anti-laminina (Sigma, St. Louis, MO; nimero de catalogo L9393). Se tomaron
medidas lineales del diametro maximo del eje menor de al menos doscientas fibras, utilizando el software Zeiss
Axiovision. Los diametros de fibra se agruparon en intervalos de 20 ym, y se generaron histogramas de frecuencia para
cada grupo muscular.

Se realizaron recuentos de neuronas motoras en 3 ratones de cada grupo (de tipo silvestre, SODG93A tratado con PBS,
y SODG93A tratado con RK35) tanto en enfermedad en etapa inicial como en la etapa terminal (se analizaron un total
de 18 ratones). Las médulas espinales eliminadas de los ratones decapitados se fijaron posteriormente en
paraformaldehido al 4%, luego se diseccionaron los cordones y se fijaron posteriormente durante 24 horas adicionales
en paraformaldehido al 4%. Usando la tecnologia MultiBrain¥R (Neuroscience Associates, Knoxville, TN), se embebieron
18 médulas espinales lumbares en un solo bloque y se seccionaron transversalmente hasta 50 pm en el plano coronal a
lo largo de todo el segmento (~ 6 mm) de la ampliacion lumbar. Cada sexta seccion (300 ym) se tifid con tionina NISSL
para revelar cuerpos celulares (Bjugn (1993) Brain Res. 627: 25-33; Kieran et al. (2004) Nat. Med. 10: 402-05). Los
recuentos se realizaron utilizando dos enfoques independientes. En primer lugar, se analizaron diez secciones de la
médula espinal que abarcaban L3-5 para cada uno de 18 ratones por un observador sin conocer la identidad de la
muestra utilizando Zeiss Axoplan2 a 20x y 40x. Se contaron las dos astas ventrales de cada seccién, identificando
neuronas motoras grandes y sanas mediante la presencia de nucléolos visibles como se describié previamente (Kieran
et al., citado mas arriba). Los datos resultantes se representaron como el nimero promedio de neuronas motoras
grandes por asta ventral. En segundo lugar, las secciones de la region L3-L5 se analizaron estereoldégicamente usando
un Zeiss Axioskop2 equipado con una etapa de muestra motorizada, microcator electrénico y software de estereologia
(Stereo Investigator (MBF Bioscience, Williston, VT), como se describe (West et al., (1991) Anat. Rec. 231: 482-97;
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Schmitz y Hof (2000) J. Chem. Neuroanat., 20: 93-114; Schmitz y Hof (2005) Neuroscience 130: 813-31); las neuronas
motoras o se puntuaron como neuronas con un area de proyeccion maxima superior a 300 um?2,
Ejemplo 3.1.4: Andlisis fenotipico

Las mediciones de la fuerza de agarre (Columbus Instruments, Columbus, OH) se realizaron quincenalmente
comenzando 28 dias después del nacimiento en las extremidades anteriores y posteriores de los ratones tratados y de
control (n = 8-24) como se describe (LaMonte et al. (2002) Neuron 34: 715-24). Se probaron ratas transgénicas y de tipo
silvestre con respecto a la fuerza de agarre de la extremidad anterior dos veces por semana usando un medidor de
fuerza de agarre Dunnett (MJS Technology, Stevenage, Hertfordshire, Inglaterra) en la fase temprana de la enfermedad
(entre 95 y 110 dias después del nacimiento, n = 10). Las ratas también se analizaron mediante un cilindro giratorio
(Ugo Basile, Comerio, ltalia) y se monitorizaron las anormalidades en la marcha y los grados de movilidad de las
extremidades (datos no mostrados).

Ejemplo 3.1.5: Electrofisiologia

Se realizaron registros de electromiografia (EMG) y analisis de datos sin conocer el genotipo y el grupo de tratamiento.
Las ratas anestesiadas con Nembutal mantenidas a 35-37°C de temperatura corporal se sometieron a EMG con aguja
insertando un electrodo de aguja monopolar concéntrico (9013R0011, Medtronic, MN, EE.UU.) en el muasculo del
diafragma expuesto quirirgicamente hasta que aparecieron rafagas de patron de interferencia de EMG con cada
inspiracién. Las senales eléctricas se adquirieron a 20 KHz con una configuracion de BIOPAC que consta de la unidad
de adquisicion de datos MP 150, el médulo de interfaz universal UIM100C, el médulo de electromiografia EMG100C y el
software Acknowledge (BIOPAC Systems Inc, Goleta, CA). Las sefales se analizaron primero para eliminar el artefacto
de 60 Hz y el paso de banda filtrado entre 500 y 1.000 Hz para eliminar los artefactos de movimiento debido a la
respiracién y para enfatizar las descargas de la unidad de motor. Las rafagas de EMG se identificaron mediante la
rectificacion de la sefal, filirado de paso bajo a 10 Hz, y luego se detectaron los tiempos en los que la envolvente
resultante era mayor que su valor medio. Las rafagas que duraron menos de 100 ms no se contaron, y los periodos sin
rafaga que duraron menos de 100 ms se contaron como parte de las rafagas circundantes. Finalmente, los picos en la
sefal no rectificada se detectaron usando un umbral de deteccién de pico establecido igual a tres veces la desviacion
estandar de la amplitud de la sefal durante los periodos sin rafagas. El andlisis de rafagas de picos se realiz6 con un
software personalizado escrito por K.C. McGill (Universidad de Stanford, CA), y la tasa de pico de rafaga (Hz) para cada
animal se calculé como el nimero medio de picos por rafaga dividido por la duracién media de la rafaga.

Ejemplo 3.1.6: Andlisis de datos y estadisticas

Se aplicé un modelo de ANOVA de medidas repetidas de dos factores sobre los datos de peso corporal, asi como todos
los datos de fuerza de agarre utilizando un procedimiento mixto SAS. Se aplicé un modelo lineal de ANOVA de dos
factores sobre los datos de masa muscular utilizando el procedimiento GLM de SAS. Los datos de electrofisiologia se
analizaron mediante la prueba t de dos muestras. Para los datos de recuento de neuronas motoras, se us6 un modelo
lineal generalizado (GLM) que asumi6 la distribucién de Poisson. Los datos de fibra muscular se analizaron mediante
ANOVA seguido de la prueba de comparacién multiple de Tukey. Las comparaciones se consideraron estadisticamente
significativas cuando los valores de p fueron menores de 0,05; las comparaciones con 0,05 < p < 0,15 se anotaron como
tendencias.

Ejemplo 3.2: Resultados

Ejemplo 3.2.1: El tratamiento con RK35 aumenté el peso corporal de los roedores SODG93A pero no ampli6 la
supervivencia

Se trataron ratones SODG93A con el anticuerpo anti-miostatina RK35 comenzando 28 dias después del nacimiento y
continuando con la enfermedad en etapa terminal (aproximadamente 134 dias después del nacimiento). El tratamiento
con RK35 dio como resultado un aumento significativo del peso corporal de 40 a 120 dias después del nacimiento en
comparaciéon con ratones SODG93A tratados con PBS. Mientras que los ratones SODG93A tratados con PBS
alcanzaron un peso corporal maximo de 27,78 + 0,46 g a los 70 dias, los ratones tratados con RK35 alcanzaron un
maximo de 32,13 + 0,48 g, un aumento relativo del 16% (Figura 2A). Mientras que los ratones de tipo silvestre
continuaron aumentando de peso durante todo el estudio, tanto los ratones SODG93A tratados con PBS y RK35
comenzaron a mostrar signos significativos de pérdida de peso debido a la progresion de la enfermedad
aproximadamente 98 dias después del nacimiento.

Las ratas transgénicas SODG93A también se trataron con anticuerpo RK35 comenzando 42 dias después del
nacimiento y continuando con la enfermedad hasta etapa terminal (~128 dias de edad). El tratamiento con RK35 anti-
miostatina condujo a un aumento del peso corporal en ratas SODG93A en comparacion con las ratas tratadas con PBS
(Figura 2B). Las ratas transgénicas que recibieron RK35 pesaron significativamente més que las ratas transgénicas
tratadas con PBS tan pronto como 60 dias después del nacimiento (p < 0,05), lo que corresponde a 3 semanas después
del inicio de la dosificacion. Las ratas macho tratadas con RK35 alcanzaron un maximo de 458,8 + 6,5 g a los 96 dias,
un aumento del 10% sobre las ratas macho tratadas con PBS de 419,1 + 10,7 g. Las hembras tratadas con RK35
alcanzaron un maximo de 289,7 + 9,3 g, un aumento del 15% sobre las hembras tratadas con PBS de 252,8 + 6,0 g.
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Las ratas SODG93A tratadas con PBS o RK35 comenzaron a mostrar una pérdida de peso significativa después de
~112 dias debido a la progresién de la enfermedad; el tratamiento con RK35 no retras6 el inicio de la pérdida de peso.
Mientras que el tratamiento con RK35 condujo a aumentos significativos en el peso corporal, los inventores no
observaron efectos del tratamiento con RK35 sobre la supervivencia. El tiempo hasta la etapa terminal, medida usando
el punto final definido de falla a la derecha en 30 segundos, fue de 132 + 8 dias para los ratones SODG93A tratados con
RK35 (n = 16), mientras que los ratones SODG93A tratados con PBS alcanzaron la etapa terminal a los 134 = 7 dias (n
= 17). Las ratas SODG93A tratadas con RK35 alcanzaron la etapa terminal en 125 * 8 dias en comparacién con 128 + 6
dias en las ratas SODG93A tratadas con PBS. Ninguna de estas diferencias fue estadisticamente significativa, lo que
indica que la inhibicion de miostatina no retrasa el tiempo hasta la enfermedad en etapa terminal en modelos de ALS en
ratén o en rata.

Ejemplo 3.2.2: Efectos de la inhibicién de la miostatina en la masa muscular y la fuerza

Para determinar si la inhibicion de la miostatina disminuia la pérdida muscular, se sacrificaron ratones transgénicos
SODG93A y de tipo silvestre de cada grupo a los 88 dias después del nacimiento, un punto de tiempo cercano al
aumento maximo del peso corporal inducido por el tratamiento con RK35. En este momento, los ratones SODG93A
tratados con PBS muestran disminuciones significativas en la masa muscular en el gastrocnemio, tibial craneal y
cuadriceps en relaciéon con los ratones de control de tipo silvestre consistentes con la enfermedad en etapa temprana
(Figura 2C). Por el contrario, los ratones SODG93A tratados con RK35 mostraron mejorias estadisticamente
significativas en la masa muscular en todos los musculos examinados en comparacién con los ratones SODG93A
tratados con PBS de la misma edad en el punto de tiempo de 88 dias que oscilaba entre ~ 19% y 32% (musculo
gastrocnemio, +26%; tibial craneal, +19%; cuadriceps, +32%). Aungque no se observé una pérdida significativa de masa
muscular en diafragmas de ratones SODG93A tratados con PBS durante la enfermedad en etapa temprana; el
tratamiento con RK35 también indujo un aumento significativo en la masa de este musculo (+21%).

Los ratones restantes en cada cohorte se monitorizaron hasta la etapa terminal tal como se define mediante la prueba
de reflejo derecha. En la etapa terminal, se observé pérdida de masa muscular de las patas tanto en ratones SODG93A
tratados con RK35 como tratados con PBS (Figura 2E). En contraste con las observaciones en el tejido de ratones de
88 dias, en la fase terminal de la enfermedad, los ratones SODG93A tratados con PBS mostraron una reduccién
significativa en la masa del musculo del diafragma en relacion con los animales de tipo silvestre (Figura 2E). Sin
embargo, el aumento inducido por RK35 en la masa del diafragma observado en ratones SODG93A tratados
permanecio significativo en la etapa terminal, lo que indica que la inhibicién de la miostatina disminuy6 la atrofia del
diafragma en el ratén SODG93A.

Los efectos del anticuerpo anti-miostatina sobre la masa muscular también se investigaron en ratas SODG93A. Similar
a las observaciones hechas en ratones, las ratas SODG93A de ~ 95 dias de edad, tratadas con RK35 mostraron un
aumento significativo de la masa sobre las ratas SODG93A tratadas con PBS en gastrocnemio (+ 17%), tibial craneal (+
30%), cuadriceps (+ 30%) y musculos del diafragma (+ 17%) (Figura 2D). Para la enfermedad en etapa terminal, la
atrofia del musculo de la pata era evidente tanto en ratas SODG93A tratadas con PBS como con RK35 (Figura 2F). Una
tendencia hacia el aumento de la masa muscular de la pata como resultado del tratamiento con RK35 en las ratas
SODG93A persistio hasta la etapa terminal, pero estos efectos no alcanzaron significacion. Sin embargo, un incremento
robusto y significativo del 35% en la masa del diafragma de ratas SODG93A tratadas con RK35 sobre controles tratados
con PBS (~35%) todavia era evidente en la enfermedad terminal (Figura 2F), de acuerdo con las observaciones
realizadas con ratones SODG93A (Figura 2E).

Para probar los efectos de la inhibicion de la miostatina en la funcién muscular, se realizaron ensayos cuantitativos de
resistencia al agarre en ratones tratados con RK35 y PBS. Tanto los ratones SODG93A tratados con RK35 como los
tratados con PBS mostraron un aumento en el desarrollo de la fuerza de agarre de las extremidades posteriores entre
los 28 y 56 dias después del nacimiento. A los 56 dias después del nacimiento, los ratones SODG93A tratados con PBS
se vuelven significativamente mas débiles que los ratones control de la misma edad (Figura 3A) (p < 0,0001). Mientras
que disminuciones en la fuerza de agarre también fueron evidentes en ratones SODG93A tratados con RK35 a los 63
dias después del nacimiento, los ratones tratados con RK35 permanecieron significativamente mas fuertes (o tendieron
a ser mas fuertes) que los ratones SODG93A tratados con PBS de 49 a 88 dias después del nacimiento (p < 0,05). El
analisis de la fuerza de agarre de la extremidad anterior mostr6é un patron similar (Figura 3B). La fuerza méxima de la
extremidad anterior en ratones SODG93A tratados tanto con PBS como con RK35 se observd aproximadamente 49 y
56 dias después del nacimiento, respectivamente. Los ratones SODG93A tratados con PBS se volvieron
significativamente mas débiles que los animales de tipo silvestre a los 56 dias después del nacimiento (p < 0,05) y
continuaron disminuyendo a partir de entonces. Los ratones SODG93A tratados con RK35 fueron més fuertes que los
ratones SODG93A tratados con PBS de 56 a 88 dias de edad (56 d, p = 0,08, 63 d: p = 0,06, 70-88 d, p < 0,001). Estos
datos indican que la inhibicion de la miostatina disminuye la pérdida de la funcion muscular a través de la enfermedad
en etapa temprana en los ratones SODG93A. Sin embargo, después de ~ 100 dias, las disminuciones en la fuerza de
agarre fueron similares en los ratones SODG93A tratados y no tratados.

Para determinar si el tratamiento con RK35 indujo cambios similares en ratas SODG93A, también se analizé la fuerza

de agarre de las extremidades anteriores en ratas SODG93A tratadas con RK35 y PBS y comparieros de camada de
tipo silvestre de la misma edad durante la enfermedad en etapa temprana (Figura 3C). Las ratas SODG93A tratadas
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con PBS fueron significativamente més débiles que los controles de tipo silvestre, lo que confirma que las ratas
SODG93A también exhiben una fase de enfermedad temprana que precede los déficits motores manifiestos y la pérdida
de peso de una manera similar a los ratones. Las mediciones de la fuerza de agarre de las ratas SODG93A tratadas
con RK35 fueron generalmente mas bajas que las de las ratas silvestres tratadas con PBS, aunque los grupos no fueron
significativamente diferentes. La inhibicion de la miostatina en ratas SODG93A mejor6 significativamente la fuerza de
agarre en comparacion con las ratas SODG93A tratadas con PBS en este intervalo de edad.

Ejemplo 3.2.3: La inhibicion de la miostatina disminuy6 la degeneraciéon de los musculos de las extremidades y del
diafragma en ratones y ratas SODG93A.

También se examinaron los efectos del tratamiento con RK35 sobre la morfologia muscular. Se examinaron el
diafragma y el musculo gastrocnemio medial de ratones SODG93A de 88 dias (enfermedad en etapa temprana) y ~ 134
dias (enfermedad terminal), comparando los efectos del tratamiento con RK35 con los de PBS, en paralelo con tejido de
controles de tipo silvestre de la misma edad. Se anoté el grado de atrofia e hipertrofia en cada tejido en un analisis ciego
(0, ninguno; 1; leve; 2, suave; 3, moderado; 4, marcado; 5, severo) como se muestra en la Tabla 4. Los ratones
SODG93A tratados con PBS mostraron una atrofia significativa del gastrocnemio en la etapa inicial de la enfermedad
(puntuacion media de 2,0 y Figura 4B). La contraccion observada de las fibras musculares, los nucleos centralmente
colocados y los nucleos condensados de cromatina eran consistentes con los musculos sometidos a denervacion activa;
también hubo evidencia de inflamacién en comparacién con ratones de tipo silvestre (Figura 4A y B). Por el contrario, el
gastrocnemio de ratones SODG93A en fase temprana tratados con RK35 (Figura 4C) mostrd poca o ninguna atrofia
(Tabla 4, puntuacién media de 0,3). Estos resultados apoyan los datos de masa muscular que indican que la atrofia del
musculo esquelético de la pata en la enfermedad en fase temprana (88 dias después del nacimiento) en los ratones
SODG93A se reduce significativamente por la inhibicion de la miostatina.

El examen de gastrocnemio de ratones SODG93A en etapa terminal confirmé atrofia muscular moderada en ambos
grupos tratados con PBS (Tabla 4, puntuacion media de 3,0) y con RK35 (Tabla 4, puntuacion media de 3,3) (Figura 4E
y F) sin signos degenerativos en musculo de tipo silvestre (Figura 4D). Estos resultados son consistentes con los datos
de la masa muscular, lo que indica que los efectos protectores de la inhibiciéon de la miostatina en la enfermedad
temprana no persisten a través de la enfermedad en etapa terminal en ratones SODG93A.

El diafragma de ratones SODG93A tratados con PBS o tratados con RK35 mostr6 poca o ninguna atrofia (Tabla 4,
puntajes promedio de 0,6) en comparacion con ratones de tipo silvestre a los 88 dias. Sin embargo, en etapa terminal,
se observé atrofia leve a moderada en el diafragma de ratones SODG93A tratados con PBS (Figura 4H, Tabla 4,
puntuaciéon media de 2,3). Por el contrario, el diafragma de ratones SODG93A tratados con RK35 analizados en la
enfermedad terminal no mostré signos significativos de atrofia en comparacién con animales SODG93A tratados con
PBS (Tabla 4, comparense las Figuras 4H y 4l), similar al diafragma de ratones de tipo silvestre de la misma edad
(Figura 4G). Tomados en conjunto, la masa muscular y la evaluaciéon histolégica indican que la inhibicion de la
miostatina por RK35 preserva el diafragma, pero no la integridad del musculo esquelético de la pata hasta la etapa
terminal de la enfermedad.

Tabla 4: Resumen de la patologia muscular observada en ratones SODG93A tratados con PBS o RK35, en
comparacién con ratones de control de tipo silvestre de la misma edad.

genotipo: G93A G93A TS G93A G93A TS
RK35: - + - +

Edad: 88d 88d 88d 134d 134d 134d
# ratones: 3 3 3 3 3 3

gastrocnemio

hipertrofia 0 0 0 0 0 0
atrofia 2 0,3 0 3,0 3,3 0
diafragma

hipertrofia 0 0,6 0 0 1,7 0
atrofia 0,6 0,6 0 2,3 0 0

Puntuacién: 0, ninguno; 1, leve; 2, suave; 3, moderado; 4, marcado; 5, severo

El andlisis del tamario de la fibra muscular en gastrocnemio y musculo del diafragma mostré un patrén similar. Las
distribuciones de frecuencia de las mediciones de diametro de fibra del misculo gastrocnemio de 88 dias muestran un
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desplazamiento hacia fibras mas pequenas en ratones SODG93A (Figura 5A) en comparacion con ratones de control de
tipo silvestre (Figura 5C). La distribucién de diametros de fibra de ratones SODG93A tratados con RK35 (Figura 5B) es
intermedia entre ratones SODG93A no tratados y ratones de tipo silvestre durante la enfermedad en etapa temprana.
Sin embargo, en etapa terminal, el didmetro medio de la fibra en el musculo gastrocnemio de los ratones SODG93A
tratados con RK35 no difirio significativamente de los ratones SODG93A tratados con PBS (datos no mostrados). Los
diametros promedio de fibra en el misculo gastrocnemio de ratones SODG93A tratados con RK35 y tratados con PBS
fueron significativamente diferentes que los de tipo silvestre en etapa terminal, lo que es consistente con la marcada
atrofia muscular observada por histologia. Las diferencias significativas en el tamafo de la fibra entre ratones de tipo
silvestre y SODG93A tratados con PBS también fueron evidentes en la etapa terminal en el mdsculo del diafragma. El
tamano de la fibra del musculo del diafragma de ratones SODG93A tratados con RK35 mostré un cambio significativo
en el diametro promedio de la fibra, lo que condujo a una distribucién de tamafio intermedia entre ratones de tipo
silvestre y SODG93A tratados con PBS (Figura 5D).

Los efectos de la expresién de SODG93A sobre la actividad eléctrica del musculo del diafragma (Figuras 4J y 4K) se
examinaron a continuacién usando el modelo de rata en un momento correspondiente al inicio clinico (~112 dias;
Howland et al., (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99: 1604-09). La EMG mostrada para el grupo de rata SODG93A
tratado con PBS muestra una actividad pico escasa, asi como cierta presencia de actividad espontanea anormal (Figura
4J). La actividad pico de las ratas SODG93A tratadas con RK35 fue similar a la observada para las ratas de tipo
silvestre, sin evidencia de actividad espontanea anormal. Como se muestra en la Figura 4K, el musculo del diafragma
de ratas transgénicas SODG93A mostr6é una disminucion estadisticamente significativa en las tasas de pico de rafaga
de EMG indicativo de una funcion alterada. Por el contrario, las ratas SODG93A tratadas con RK35 mostraron una tasa
de pico de rafaga que fue significativamente mayor que las ratas SODG93A tratadas con PBS, y que no fue
significativamente diferente de los controles de tipo silvestre de la misma edad. Por lo tanto, la inhibicién de la
miostatina por RK35 fue efectiva para preservar tanto la estructura del diafragma como la funcién del diafragma.

Ejemplo 3.2.4: La inhibicién de la miostatina disminuye la pérdida de neuronas motoras en el asta ventral

Para determinar si RK35 ralentizaba la pérdida de neuronas motoras grandes en la médula espinal, se trataron las
neuronas motoras grandes en la médula espinal de ratén L3-5 lumbar de ratones SODG93A tratados con RK35 o PBS y
ratones de tipo silvestre tratados con PBS. Los recuentos se realizaron en la médula espinal a las 12 semanas (84-90
dias de edad, media de 88 dias), un momento en que el tratamiento con RK35 dio como resultado un aumento de la
masa muscular, aumento del peso corporal, aumento de la fuerza de agarre y atenud la histopatologia muscular en
ratones SODG93A. En este momento, hay una pérdida significativa (25-40%) de neuronas motoras grandes en el raton
SODG93A (Guo et al. (2003) Hum. Mol. Genet. 12: 2519-32; Sharp (2005) Neuroscience 130: 897 -910; Schutz et al.
(2005) J. Neurosci. 25: 7805-12).

Los recuentos de neuronas motoras lumbares grandes (Figuras 6A-D) en ratones SODG93A tratados con PBS (Figura
6F) disminuyeron significativamente en comparacién con los controles de tipo silvestre de compafieros de camada
(Figura 6E). El tratamiento con RK35 redujo la pérdida de neuronas motoras en la etapa temprana de la enfermedad
(Figura 6G) a un nivel intermedio entre ratones SODG93A tratados con PBS y ratones de tipo silvestre.

Para la enfermedad en etapa terminal, pérdidas significativas de neuronas motoras grandes en el asta ventral lumbar
asi como gliosis aumentada fueron evidentes en los ratones SODG93A independientemente del tratamiento (Figuras 6l
y J) sin cambios correspondientes notados en ratones de tipo silvestre (Figura 6H).

El recuento estereoldgico de la poblacion total de neuronas motoras grandes (area mayor a 300 um?) reveld una
tendencia de 25% de pérdida de neurona motora en ratones SODG93A tratados con PBS en comparacion con controles
de tipo silvestre. Se observé una tendencia hacia la desaceleracion de la pérdida de neuronas motoras en ratones
tratados con RK35 (p = 0,08) (Figura 6A). Si los recuentos se restringieron a neuronas motoras grandes con nucléolos
visibles para evitar recuento de neuronas motoras que muestran signos de degeneracion (es decir, presencia de
membrana irregular y vacuolas), hay una disminucién del 40% en el numero promedio de neuronas motoras grandes
por seccion en ratones SODG93A tratados con PBS en comparacion con ratones de control de tipo silvestre (Figura
6B), asi como una diferencia estadisticamente significativa entre ratones SODG93A tratados con RK35 y tratados con
PBS (Figura 6B). Tomados juntos, sin embargo, los datos compuestos mostrados en las Figs. 6A y B indican que tanto
la pérdida de neuronas motoras grandes como los efectos del tratamiento con RK35 en esta pérdida son relativamente
sutiles en el intervalo de 12 semanas (88 dias) de edad.

En etapa terminal, los recuentos de neuronas motoras tanto en ratones SODG93A tratados con RK35 y tratados con
PBS fueron significativamente diferentes de los ratones de control de tipo silvestre mediante ambos métodos de andlisis
(Figuras 6C y D). Estos datos son consistentes con los datos sobre la estructura y la funciéon del musculo esquelético
presentados anteriormente en que las mejoras mediadas por RK35 observadas durante la etapa temprana de la
enfermedad no se mantienen en etapa terminal.

Ejemplo 4

Discusion
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La ALS es una enfermedad mortal y progresiva en la que las neuronas motoras de la médula espinal y el tronco
encefdlico se degeneran con posterior atrofia muscular. Se ha prestado considerable atenciéon a los mecanismos
implicados en la muerte de las células de neuronas motoras. Varios estudios recientes han sugerido que mdltiples tipos
de células pueden estar involucradas en la etiologia de la enfermedad al monitorizar la produccién de factores clave en
el microambiente extracelular de la unién neuromuscular (Bruijn et al. (2004) Annu. Rev. Neurosci. 27: 723-49). Los
estudios que usan ratones quiméricos han mostrado que la presencia de células no neuronales de tipo silvestre puede
extender la supervivencia de neuronas motoras que expresan SOD1 mutante (Clement et al., (2003) Science 302: 113-
17). Estas observaciones han conducido a la investigaciéon de terapias que puedan ralentizar la degeneraciéon neuronal
al proporcionar un microambiente éptimo para la supervivencia. Por ejemplo, se ha demostrado que la administracion en
el muasculo de factores de crecimiento expresados viralmente que incluyen IGF-1, GDNF y VEGF prolonga la
supervivencia en el modelo de ratdn SODG93A (Kaspar et al. (2003) Science 301: 839-42; Azzouz et al. (2004) Nature
429: 413-17, Wang et al. (2002) J. Neurosci. 22: 6920-28). Ademas, la expresion especifica de musculo de IGF-1 ha
demostrado estabilizar las uniones neuromusculares, mejorar la supervivencia de las neuronas motoras y retrasar el
inicio y la progresién de la enfermedad en el modelo de raton transgénico SODG93A, indicando que los efectos directos
sobre el musculo pueden afectar el inicio y progresion de la enfermedad (Dobrowolny et al. (2005) J. Cell. Biol. 168:
193-99). Los cambios en el metabolismo muscular y la vulnerabilidad de las neuronas motoras también se han
informado en ratones con ALS, lo que respalda ain mas la hipétesis de que el musculo puede ser un conductor activo
de la patologia de la enfermedad (Dupois et al. (2004) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101: 11159 -64).

La miostatina o GDF-8, es un inhibidor endégeno del crecimiento muscular que provoca su funcién biolégica, al menos
en parte, mediante la activaciéon del receptor de Activina llb (ActRIIb), lo que produce la represion de la proliferacion y
diferenciacion de las células de mioblastos (Langley et al. (2002) J. Biol. Chem. 277: 49831-40; Thomas et al. (2000) J.
Biol. Chem. 275: 40235-43). Se ha demostrado que la inhibicién de la funcion de GDF-8 usando anticuerpos
neutralizantes anti-GDF-8 mejora la masa muscular y la fuerza en ratones adultos sanos y proporciona una mejora
funcional en el modelo de raton mdx de distrofia muscular (Whittemore et al., Biochem 2003). Biophys, Res. Commun.
300: 965-71; Bogdanovich et al. (2002) Nature 420: 418-21). Para comprender mejor el papel del musculo en la
progresion de la enfermedad de las neuronas motoras, se us6 un nuevo anticuerpo neutralizante para GDF-8, RK35,
que se une con mayor afinidad que un reactivo descrito anteriormente (ICso 3 nM para RK35 frente a > 100 nM para
JA16; Whittemore et al. (2003) Biochem. Biophys. Res. Commun. 300: 965-71; Bogdanovich et al. (2002) Nature 420:
418-21), lo que resulta en mayores aumentos en la masa muscular en ratones de tipo silvestre tratados con RK35.
(datos no mostrados).

En modelos de ratén y rata SODG93A de ALS familiar, el tratamiento con RK35 dio como resultado un aumento del
peso corporal y un aumento de la masa y la fuerza muscular durante las primeras fases de la enfermedad de neuronas
motoras. Esta fase temprana de la enfermedad se define como la edad (56-88 dias después del nacimiento) a la que los
ratones SODG93A muestran una pérdida significativa de la fuerza muscular, medida por la evaluacion de la fuerza de
agarre (Ligon et al. (2005) Neuroreport 16: 533-36) y anormalidades de la marcha (Wooley et al. (2005) Muscle Nerve
32: 43-50), y que coincide con la denervacion de las uniones neuromusculares (Frey et al. (2000) J. Neurosci. 20: 2534-
42; Fischer et al. al (2004) Experimental Neurology 185: 232-40). Los incrementos de masa muscular resultantes de la
inhibicién de GDF-8 por RK35 fueron mas evidentes en los musculos cuadriceps, pero también fueron pronunciados en
el gastrocnemio, el tibial craneal y el diafragma en ambos modelos de roedores probados. Estos aumentos se
correlacionaron bien con el aumento de la fuerza, ya que la fuerza de las extremidades traseras y anteriores
disminuyeron mas lentamente en los ratones tratados con RK35 en comparacion con los controles. El grado de aumento
de la masa muscular inducido por el tratamiento con el anticuerpo anti-GDF-8 RK35 fue similar en magnitud a un
aumento del 25% en la masa muscular observada en ratones heterocigotos para la alteracion del gen de GDF-8; la
masa muscular de ratones que son homocigéticos nulos para GDF-8 es aproximadamente el doble de la de ratones de
tipo silvestre (McPherron (1997) Nature 387: 83-90).

Aproximadamente 84-88 dias después del nacimiento en ratones SODG93A, y aproximadamente 110 dias para ratas
SODG93A, se hacen evidentes signos de enfermedad que incluyen disminucion del peso corporal, anomalias de la
marcha y pardlisis. El tratamiento con RK35 no extendié la supervivencia en ratones o ratas SODG93A. El aumento de
la masa muscular y la fuerza inducida por el tratamiento anti-GDF-8 en la fase temprana de la enfermedad no retrasaron
la aparicién de anomalias de la marcha y la paralisis de las extremidades en ratones y ratas SODG93A (datos no
mostrados) ni se mantuvieron la ganancia de masa muscular de las patas.

Sin embargo, se observaron aumentos significativos en la masa del diafragma en ratones y ratas SODG93A tratados
con RK35 en comparacion con los controles SODG93A tratados con vehiculo tanto en fases de enfermedad temprana
como terminal. El masculo del diafragma en ratones SODG93A tratados con RK35 en la etapa terminal fue comparable
al de los controles de tipo silvestre de la misma edad tanto en la masa como en la evaluacién histologica. Las ratas
SODG93A tratadas con RK35 también mantuvieron un aumento significativo en la masa muscular del diafragma en
etapa terminal. De acuerdo con estos cambios morfoldgicos, el analisis electrofisiolégico de diafragmas de ratas
SODG93A no tratadas indica que la expresion de SOD1 mutante produce una inhibicién significativa de la funcion
muscular, y que el tratamiento con RK35 conserva eficazmente la funcion muscular en el diafragma.

En este estudio, se utilizé un punto final definido (falla de la prueba refleja derecha, que indica pardlisis significativa de
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las extremidades), como los criterios para la "etapa terminal" y eutanasia. Por lo tanto, no esté claro si la mayor masa
muscular mejorada del diafragma, la disminucion de la atrofia y la mejora de la funcién electrofisiolégica inducida por el
tratamiento con RK35 habrian resultado en una vida Util prolongada en roedores provistos de suplementos nutricionales.
Sin embargo, estos hallazgos son potencialmente importantes dado el hecho de que la disfuncion respiratoria es la
principal causa de muerte en pacientes con ALS (Lechtzin et al. (2002) Amyotroph. Lateral Scler. Other Motor Neuron
Disord. 3: 5-13). Tratamientos como el RK35 disefiados para mejorar la funcién del diafragma pueden retrasar la
necesidad de una respiracion asistida mecanicamente en los pacientes con ALS.

La inhibicién de GDF-8 por RK35 puede influir en la pérdida de neuronas motoras en la médula espinal lumbar en la
fase temprana de la enfermedad, aunque muchos beneficios terapéuticos aparentemente se perdieron por la
enfermedad en etapa terminal. Estos datos indican que las terapias que actdan directamente sobre el misculo pueden
tener un beneficio en las neuronas motoras que inervan el musculo, posiblemente modulando el microambiente tréfico,
aunque este enfoque aparentemente no es suficiente para retrasar la enfermedad. Estas observaciones son
consecuentes con los resultados de Dobrowolny et al. ((2005) J. Cell. Biol. 168: 193-99), en el que la expresiéon de una
isoforma especifica del musculo de IGF condujo a una pérdida mas lenta de neuronas motoras en el modelo de raton
SODG93A, y con los de Kaspar et al. ((2003) Science 301: 839-42), donde la administracion viral de IGF1 al musculo
dio como resultado una pérdida reducida de neuronas motoras en la enfermedad en etapa temprana. Similar a las
observaciones de Kaspar et al. ((2003), citado mas arriba), los efectos beneficiosos del tratamiento sobre la
supervivencia de las neuronas motoras no se mantuvieron a través de la enfermedad terminal. Por lo tanto, es probable
que el soporte del factor tréfico mejorado del misculo sea insuficiente para evitar la pérdida de neuronas motoras en el
modelo SODG93A.

En resumen, tanto en modelos de raton como de rata de ALS familiar, la inhibiciéon de la miostatina da como resultado
un aumento de la masa y la fuerza muscular, que se mantiene durante las primeras etapas de la enfermedad, pero se
pierde en la etapa terminal. La inhibicion de la miostatina disminuyé los cambios degenerativos en el musculo
esquelético en la etapa temprana de la enfermedad, pero no retras6 la apariciéon de la pardlisis ni extendi6 la
supervivencia, como se define por insuficiencia refleja derecha, ni la inhibicion de la miostatina disminuy6
significativamente la pérdida de neuronas motoras. Sin embargo, se observaron diferencias tanto morfolégicas como
funcionales a través de la enfermedad en etapa tardia en el musculo del diafragma de los animales tratados con
anticuerpo anti-miostatina, en comparacién con los controles no tratados. En general, los datos proporcionados en este
documento respaldan el potencial de un efecto beneficioso de la construcciéon muscular mediante el tratamiento con
RK35, que puede contribuir a una "calidad de vida del paciente” mejorada al principio del proceso de la enfermedad.
Dado que los anticuerpos anti-GDF-8 se encuentran actualmente en desarrollo clinico, el uso de tales reactivos clinicos
en ALS para el mantenimiento de la masa muscular del miembro y el diafragma garantiza una investigacion adicional
como un componente de un enfoque multiple para el tratamiento de la ALS. La combinacién de una terapia anti-GDF-8
con medicamentos existentes como el riluzol antagonista de glutamato o agentes mas nuevos que ingresan al desarrollo
clinico podria no solo mejorar el nivel de eficacia al ayudar a mantener la masa muscular sino también tener un impacto
significativo en la calidad de vida general del paciente.

Ejemplo 5
Mapeo de epitopos para RK35

Para mapear los epitopos de anticuerpos exactos para GDF-8, se sintetizaron 48 péptidos solapantes de 13 residuos
que representan la secuencia completa de GDF-8 maduro expuesto en la SEQ ID NO: 1 directamente en papel de
celulosa usando la técnica de sintesis puntual (por ejemplo, Molina et al. (1996) Peptide Res. 9: 151-55, Frank et al.
(1992) Tetrahedron 48: 9217-32). La superposicion de los péptidos fue de 11 aminoacidos. En este arreglo, los residuos
de cisteina se reemplazaron por serina para reducir las complicaciones quimicas causadas por las cisteinas. Se
adquirieron membranas de celulosa modificadas con polietilenglicol y aminoacidos protegidos con Fmoc a través de
Abimed (Lagenfeld, Alemania). El arreglo se defini6 en la membrana acoplando un espaciador de alanina B, y se
sintetizaron los péptidos usando quimica de acoplamiento estandar con DIC (diisopropilcarbodiimida)/HOBt
(hidroxibenzotriazol) como se describié previamente (Molina et al., citado mas arriba; Frank et al., citado mas arriba).

Los aminoéacidos activados se detectaron usando un robot Abimed ASP 222. Las etapas de lavado y desproteccion se
realizaron manualmente, y los péptidos se acetilaron en el extremo terminal N después del ciclo final de sintesis.
Después de la sintesis del péptido, la membrana se lavé en metanol durante 10 minutos y en bloqueador (TBST
(solucion salina regulada con Tris con TweenMR 20 al 0,1% (v/v)) y caseina al 1% (p/v) durante 10 minutos. La
membrana se incubd luego con 2,5 ug/mL de un anticuerpo anti-GDF-8 en bloqueador durante 1 hora con agitacion
suave. Después de lavar en bloqueador 3 veces durante 10 minutos, la membrana se incubé con anticuerpo secundario
marcado con HRP (0,25 pg/mL en bloqueador) durante 30 minutos. La membrana se lavo luego tres veces durante 10
minutos cada vez con bloqueador y 2 veces durante 10 minutos cada vez con TBST. El anticuerpo unido se visualizé
usando el reactivo SuperSignalM® West (Pierce) y una camara digital (Alphananotech Fluoromager). Como se muestra
en la Figura 7, el epitopo RK35 se mapea hasta una regién de GDF-8 entre los aminoacidos 30-40 y 84-97, que
supuestamente interactta con el receptor de GDF-8 Tipo Il segln lo predicho por la secuencia de receptor de GDF-8 en
comparacién con receptores homdlogos de la familia de TGF-B con dominios caracterizados.
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Ejemplo 6
Caracterizacion del anticuerpo RK35

Los genes de cadena pesada variable (VH) y de cadena ligera variable (VL) que codifican RK35 se clonaron a partir de
células de hibridoma que producen el anticuerpo, y se determinaron las secuencias de aminoacidos. Los datos de
secuencia para el anticuerpo RK35 se usaron para identificar la secuencia germinal mas cercana para la cadena pesada
y ligera. En la Figura 8 se muestra una comparacion de las regiones variables ligera y pesada de RK35 con las
secuencias de la linea germinal humana mas cercanas. Se pueden realizar mutaciones apropiadas usando técnicas
estandar de mutagénesis dirigida al sitio con los cebadores mutagénicos apropiados. La mutaciéon del anticuerpo se
confirma mediante andlisis de secuencia. Ejemplos de secuencias de aminoacidos para RK35 humanizado se exponen
en las SEQ ID NOs: 7 (VH) y 9 (VL), ambas pueden codificarse mediante una secuencia de acido nucleico determinada
facilmente por un experto en la técnica, por ejemplo, las secuencias de acido nucleico expuestas como SEQ ID NO: 6
(VH) y 8 (VL). Un experto en la técnica reconocera que todos y/o cada uno los aminodcidos en el marco del anticuerpo
humanizado se pueden mutar de vuelta al aminoacido murino original, por ejemplo, para mantener la conformacion del
fragmento de unién al antigeno. Los ejemplos no limitantes de la SEQ ID NO: 7 (VH) y la SEQ ID NO: 9 (VL) con
algunas retromutaciones que pueden ayudar a mantener la afinidad del anticuerpo por GDF-8 se exponen como la SEQ
ID NO: 26 y la SEQ ID NO: 27, respectivamente.

Para crear anticuerpos quiméricos, la secuencia VH se subclona en un vector de expresiéon pED6 hulgGl mut, que
codifica IgG1 humana que contiene dos mutaciones puntuales (L234A y G237A) para reducir la unién a receptores de
Fc humanos y componentes del complemento (Morgan et al. 1995) Immunology 86: 319-24; Shields et al (2001) J. Biol.
Chem. 276: 6591-604). La secuencia VL de RK35 puede subclonarse en el vector de expresién pED6 Kappa. Los
vectores de expresion que contienen las secuencias VH y VL de RK35 se cotransfectan a continuacién en células COS-
1 y se purifica un anticuerpo RK35 quimérico a partir de medio acondicionado.

Ejemplo 7
Tratamiento de los trastornos musculares

Los inhibidores de GDF-8, es decir, antagonistas de GDF-8, tales como, por ejemplo, anticuerpos inhibidores, son Utiles
para el tratamiento de trastornos metabdlicos asociados con GDF-8 tales como diabetes tipo 2, tolerancia alterada a la
glucosa, sindrome metabdlico (por ejemplo, sindrome X), resistencia a la insulina (por ejemplo, inducida por un trauma
tal como quemaduras o desequilibrio de nitrégeno) y trastornos del tejido adiposo (por ejemplo, obesidad). Los
inhibidores de GDF-8 también son Utiles para el tratamiento de trastornos 6seos y musculares asociados con GDF-8, tal
como ALS, distrofia muscular y osteoartritis. Los anticuerpos anti-GDF-8 y fragmentos de anticuerpos de la invencion
pueden usarse para tratar un sujeto, por ejemplo, un sujeto humano, preferiblemente un sujeto que padece ALS, al
inicio de la enfermedad, o un sujeto que tiene una enfermedad metabdlica o 6sea/muscular establecida. Los anticuerpos
inhibidores contra GDF-8 también pueden usarse para prevenir y/o reducir la gravedad y/o los sintomas de la
enfermedad. Se anticipa que los anticuerpos anti-GDF-8 y los fragmentos de anticuerpos se administran, por ejemplo,
subcutdneamente, tan frecuentemente como una vez al dia y tan poco frecuentemente como una vez al mes. La
duracion del tratamiento varia desde aproximadamente un mes (o menos) hasta varios anos.

Para probar la eficacia clinica de anti-GDF-8 en humanos, los sujetos que padecen o estan en riesgo de ALS se
identifican y dividen en grupos de tratamiento aleatorios. Los grupos de tratamiento incluyen un grupo placebo y de uno
a tres 0 méas grupos que reciben anticuerpos (a diferentes dosis cuando hay dos o mas grupos). Los individuos son
controlados prospectivamente durante, por ejemplo, un mes a tres anos para evaluar los cambios en el peso, la masa
muscular y la fuerza de agarre. Se anticipa que las personas que reciban tratamiento exhibiran una mejoria.

Un antagonista de GDF-8, preferiblemente en forma de un anticuerpo o anticuerpos, se administra como el Unico
compuesto activo o en combinacién con otro compuesto o composicion. Cuando se administra como el Unico
compuesto activo o en combinacién con otro compuesto 0 composicion, la dosificacién es preferiblemente de
aproximadamente 1 ug/kg a 100 mg/kg, dependiendo de la gravedad de los sintomas y/o la progresién de la
enfermedad. La dosis efectiva apropiada puede ser seleccionada por un médico tratante de la siguiente lista no
limitativa de intervalos: 1 pg/kg a 100 mg/kg, 1 pg/kg a 50 mg/kg, 1 pg/kg a 20 mg/kg, 1 pg/kg a 10 mg/kg, 1 pg/kg a 1
mg/kg, 10 ug/kg a 1 mg/kg, 10 pg/kg a 100 pg/kg, 100 pug a 1 mg/kg y 500 pg/kg a 1 mg/kg. Los ejemplos de regimenes
de tratamiento no limitantes y los resultados potenciales se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5: Ejemplos de casos clinicos potenciales

Estado previo al tratamiento Régimen de tratamiento Resultado potencial

Sin signos clinicos, antecedentes familiares de | 0,01-1 mg/kg cada 4 semanas | Prevencién de ALS o retraso del
ALS por 48 semanas inicio

Signos clinicos leves de ALS 0,01-100 mg/kg semanalmente | Mayor fuerza de agarre, aumento
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Estado previo al tratamiento Régimen de tratamiento Resultado potencial

por 4 0 mas semanas de peso y masa muscular

(continuacién)

Estado previo al tratamiento Régimen de tratamiento Resultado potencial

Etapa avanzada de ALS caracterizada por 0,01-100 mg/kg dos veces a la | Mejora de los signos clinicos,

pérdida muscular severa, pérdida de peso y semana por 6 0 mas semanas | reduccion de la gravedad de los

pérdida de fuerza, etc. sintomas y/o aumento de la
relacién masa muscular/grasa
corporal

Listado de secuencias

<110> Wyeth The Trustees of the University of Pennsylvania

<120> Anticuerpos antagonistas contra GDF-8 y su uso en el tratamiento de ALS y otros trastornos asociados a GDF-8
<130> 01997.040600

<150> US 60/709.704
<151> 2005-08-19

<160> 31

<170> PatentIn versién 3.3

<210> 1
<211>109
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 1
Asp Phe Gly Leu Asp Cys Asp Glu His Ser Thr Glu Ser Arg Cys Cys
1 5 10 - 15
Arg Tyr Pro Leu Thr val Asp Phe Glu Ala Phe Gly Trp Asp Trp Ile
20 25 30
Ile Ala Pro Lys Arg Tyr Lys Ala Asn Tyr Cys Ser Gly Glu Cys Glu
35 40 45
phe val Phe Leu GIn Lys Tyr Pro His Thr His Leu val His Gln Ala
50 55 60
Asn Pro Arg Gly Ser Ala Gly Pro Cys Cys Thr Pro Thr Lys Met Ser
65 70 75 80
Pro Ile Asn Met Leu Tyr Phe Asn Gly Lys Glu Gln Ile Ile Tyr Gly
85 90 95
Lys Ile pPro Ala Met val val Asp Arg Cys Gly Cys Ser
100 105
<210> 2
<211> 348
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 2
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gaagtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttagtgaagc ctggagggtc cctgaaactc

tcctgtgcag cctctggatt cactttcagt agctatgcca tgtcttgggt tcgccagact

ccggagaaga ggctggagtg ggtcgcaace attagtagtg gtggtagtta cacctectat

ccagacagtg tgaagggtcg attcaccatc tccagagaca atgccaagaa caccctgtac

ctgcaaatga gcagtctgag gtctgaggac acggccatgt attactgtgc aagacaagac

tatgctatga actactgggg tcaaggaacc tcagtcaccg tctcctca

gacattgaga tgacccagtc
atcacctgca aggecagtca
ggacaatctc ctaaactact
cggttcactg gcagtggatc

gaagacctgg cagtttatta

Leu

Leu

20

Trp

ser

Phe

ser

ga] Glu ser Gly Gly
Ser Cys Ala Ala Ser
25

val Arg Gln Thr Pro
40

ser Gly ggy ser Tyr

Thr Ile Ser Arg Asp
70

Ser Leu Arg Sser Glu
85

Tyr Ala Met Asn Tyr
105

ggcaccaagc tggaaatcaa a

<210>3

<211> 116

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 3
Glu val Gln
1
Ser Leu Lys
Ala Met Ser

35
Ala Thr 1Ile
50
Lys Gly Arg
65
teu GIn Met
Ala Arg Gln
Thr val Ser
' 115

<210>4

<211> 321

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 4

<210>5

41

Gly
10

Gly
Glu
Thr
Asn
Asp
90

Trp

tcacaaattc atgtccacat
ggatgtgagt actgctgtag
gctttactcg gcatcctacc
tgggacggat ttcactttca

ctgtcagcaa cattatagta

Leu val Lys Pro Gly
15

Phe Thr Phe Ser Ser
30

Lys Arg Leu Glu Trp
45

Ser Tyr Pro Asp Ser
- 60

éga Lys Asn Thr Leu

Thr Ala Met Tyr Tyr
95

Gly GIn Gly Thr Ser

110

cagtaggaga cagggtcagc
cctggtatca acagaaacca
ggtacactgg agtccctgat
ccatcagcag tgtgcaggct
ctccgtggac gttcggtgga

Gly
Tyr
val
val
Tyr
80

Cys

val

60
120
180
240
300

348

bU
120
180
240
300
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<213> Mus musculus

<400> 5

<210>6
<211> 348
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de acido nucleico que codifica la region variable de

gsp Ile Glu Met Thr GIn Ser

Asp Arg val Ser Ile Thr Cys
20

val Ala grp Tyr Gln GIn Lys
5

Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
65 70

Glu Asp Leu Ala ¥§1 Tyr Tyr

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys

nuevamente a partir de la SEQ ID NO: 7)

<400> 6

gaggtccaac tattagaatc gggaggcggt

agttgcgctg cgtcgggatt caccttttca

ccggggaaag gcttagagtg ggtgtcaact

cctgactctg tgaagggacg atttacaata

ctacagatga attccttgag agccgaagat

tacgctatga actattgggg tcaagggaca

<210>7
<211> 116
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

His Lys Phe
10

Lys Ala Ser
25

Pro Gly Gln
40

Thr Gly val
Thr phe Thr

Cys GIn Gln
90

Leu Glu Ile
105

ctggttcagc
agttacgcaa
attagctctg
agccgggaca
accgeegtet

atggtaacgg

<223> Region variable de cadena pesada de RK35 humanizado

<400>7

42

Met Ser Thr Ser Xg] Gly

GIn Asp val ggr Thr Ala

Ser Pro Lys Leu Leu Leu
45

Pro egp Arg Phe Thr Gly

Ile Ser Ser val Gln Ala
75 80

His Tyr Ser Thr ggo Trp

Lys

cadena pesada de RK35 humanizado (traducida

caggagggag tctcaggctt
tgtcatgggt tcgtcaggca
gcggtagcta tacgtcgtat
attctaaaaa cactttgtac
actattgtgc gaagcaagat

tatcctec

60
120
180
240
300
348
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<210>8
<211> 321
<212> ADN

Glu val
1

Ser Leu

Ala Met

Ser Thr
50

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Lys

Thr val

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de acido nucleico que codifica la regién variable de cadena ligera de RK35 humanizado (traducida
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GIn Leu Leu Glu Ser Gly Gly ggy Leu val GlIn Pro g}y Gly

Arg Leu Ser Cys Ala Ala ger Gly Phe Thr Phe ggr Sser Tyr
5

20

35

Ser Trp val Arg Gin Aga Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
4 45

ITe ser Ser Gly Gly Ser Tyr Thr Ser Tyr Pro Asp Ser val
55 60

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
70 75 80

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu ggp Thr Ala val Tyr ggr cys

85

Gln Asp Tyr Ala Met Asn Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Met val
105 110

100

Ser Ser
115

nuevamente a partir de la SEQ ID NO: 9)

<400> 8
gacattcaaa
ataacgtgta
gggaaggctc
aggtttagtg
gaggattttg
ggaactaagg

<210>9

<211> 107

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

tgacccaaag cccttcttcc ttaagcgcat cagtaggtga ccgagttaca
aagcgagcca agatgtgagt actgcagtag cgtggtatca gcaaaagcca
cgaaactatt gatttactcc gcctcttaca gatatacggg cgttcctgat
gaagtgggtc gggtacggac tttaccctga ctatatcgtc acttcagcca
ctacctacta ttgccaacag cattattcaa caccgtggac attcggccag

tcgaaataaa a

<223> Region variable de cadena ligera de RK35 humanizado

<400> 9
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Asp Ile GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser
1 5

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys
20

val Ala ;gp Tyr GIn GIn Lys

Lys Ala

25

Pro Gly

40

Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr Gly
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
65 70

Glu Asp Phe Ala g?r Tyr Tyr

Thr phe Gly GIn Gly Thr Lys
100

<210>10

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 10

1

<210> 11

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 11

Thr Leu

cys GlIn

val

Glu
105

Ser
10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Leu Ser Ala Ser val Gly
. 15
GIn Asp val §8r Thr Ala

Ala Pro Lys Leu Leu Ile
45

Pro e(s)p Arg Phe Ser Gly

Ile Ser Ser Leu GIn Pro
75 80

His Tyr Ser Thr grs'o Trp

Lys

Ser Tyr Ala Met Ser
5

"Thr 1le Ser Ser Gly Gly Ser Tyr Thr Ser Tyr Pro Asp Ser val Lys
1 5 10 : 15

Gly

<210> 12

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 12

&;1n Asp Tyr Ala Iget Asn Tyr

<210> 13

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 13

Lys Ala Ser Gln Asp val Ser Thr Ala val Ala
1 5 10
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<210> 14

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 14

<210> 15

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 15

<210> 16

<211> 321

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 16
cgaaccgtag cggcaccgtc agtattcata
gggacagctt cggtcgtgtg tctcttgaat
tggaaagttg acaatgcgtt acagagcgga
agtaaggatt ctacgtattc acttagcagt
aaatacaagg tatacgcctg cgaggtgacg
tcttttaaca ggggtgagtg t

<210> 17

<211>107

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

Arg Thr val
1
GIn Leu Lys

Tyr Pro Arg
35

Ser Gly Asn
50

Thr Tyr Ser
65

Lys His Lys

Ser

20

Glu

Ser

Leu

val
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ier Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr
5

g]n Gln His Tyr ger Thr Pro

Gly
Ala
Gln
Ser

Tyr
85

Ala Ala Pro

Thr

Lys

Glu

ser

70

Ala

Ser

Ala

val

ser

55

Thr

Cys

tteccctecat
aacttttacc
aattctcaag
actctgaccc

catcaaggct

val Phe

ser val
25

Gln Trp

40

val Thr

Leu Thr

Glu val

45

Ile

10

val

Lys

Glu

Leu

Thr
90

Phe Pro
Cys Leu
val Asp
Gln Asp

60
ser Lys
75

His Glin

Pro

Leu

Asn

45

ser

Ala

Gly

ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

cggacgagca attgaaaagt
ccagagaagc taaggtccag
aatccgttac tgaacaggat
tatcaaaggc agattatgaa

tatccagccc agttacaaaa

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

60
120
180
240
300
321

Glu
Phe
Gln
ser
Glu

80

Ser
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<210> 18
<211> 990

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 18

gcctccacaa
ggtaccgctg
tggaatagtg
ggactgtact
tatatatgca
aaatcgtgcg
ccatcggttt

- gaggtgacat

<210> 19

tatgtagatg
tctacttata
gaatataaat
aaagcgaagg
atgacaaaaa
gcagtggagt
ttagatagcg
cagcaaggta

cagaaatctc

<211> 330
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 19

ES 2659 114 T3

Pro val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
-100 105

aaggaccatc
cgcttggetg
gtgctttaac
cattatcgtc
acgttaatca
ataagacgca
tettgttece
gtgttgtagt
gtgttgaagt
gggtagtctc
gtaaggtttc
ggcaaccaag
atcaagtatc
gggagagtaa
afgggagttt
atgtatttag
tctecttaag

Ala Ser Thr Lys

1

Ser Thr ser Gly
20

Phe Pro Glu Pro
35

Gly val His Thr
50

tgtttttcce
cctcgtgaaa
ctcgggegta
tgtagtcacg
taagcctage
cacatgtcca
acccaaacct
ggatgtgagce
ccataacgca
cgtactaact
aaataaggca
agagccccaa
ccttacgtgt
cggccageca
cttrttgtac
ttgttctgtt

ccccgggaaa

Gly Pro Ser
5

Gly Thr Ala
val Thr val

Phe Pro Ala

ttggcgccat
gactatttcc
catacttttc
gtcccgagtt
aacaccaagg
ccctgtectg
aaggacacgt
cacgaagatc

aaaactaagc

gtcttgcacc

ctaccagccc
gtgtacacct
ctggtaaagg
gaaaacaatt
tcaaagttga
atgcafgagg

caagtaaatc
cagaacctgt
ctgctgtact
cttcactcgg
ttgacaaaaa
caccagaagc
taatgataag
cggaagtaaa
cgagggaaga
aagattggct
cgatagagaa
tgcctccgag
gattttatcc
acaaaaccac
ccgttgacaa

ccttacataa

tacttccgga
cacagtctcg
tcaatcaagc
aacacagact
ggtggaacca
tctgggegeg
tcgaacgeca
attcaattgg
gcagtacaac
aaatgggaag
gacaataagc
cagagaggaa
aagtgacata
tcceceggtt
gtcacgatgg

tcactacacg

val phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
10. 15
Ala Leu Gly Cys Leu val Lys Asp Tyr
25 30

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
40 45

val Leu GIn Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
60

46
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480
540
600
660

- 720

780
840
900
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Leu Ser Ser val val Thr val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr GIn Thr
65 70 75 80

Tyr ITe Cys Asn §§1 Asn His Lys Pro ggr Asn Thr Lys val Asp Lys
95

Lys val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys
100 105 110

Pro Ala Pro Glu Ala Leu Gly Ala Pro Ser val Phe Leu Phe Pro Pro
115 120 125

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu val Thr Cys
130 135 140

val val val Asp val Ser His Glu Asp Pro Glu val Lys Phe Asn Trp
145 150 _ 155 , 160

Tyr val Asp Gly val Glu val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
165 170 175

Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val val Ser val Leu Thr val Leu
180 185 190

His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys val Ser Asn
: 195 200 205

Lys Ala Leu Pro. Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
210 _ 215 , 220

GIn Pro Arg Glu Pro Gln val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu
225 230 235 240

Met Thr Lys Asn GIn val Ser Leu Thr Cys Leu val Lys G1y Phe Tyr
245 250 255

pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn
260 265 270

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp Ser Asp Gly Ser phe Phe
275 280 285

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser Arg Trp GIn Gln Gly Asn
290 295 300

val Phe Ser Cys Ser val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
305 310 315 320

GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
325 330

<210> 20

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 20
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50

55

<210> 21

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 21

<210> 22

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 22

<210> 23

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 23

<210> 24

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 24

<210> 25

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 25

<210> 26
<211> 116
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

ES 2659 114 T3

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Met Ser
1 5 10

Thr Ile ser Ser Gly Gly Ser Tyr Thr.Ser
1 5 10

GIn Asp Tyr Ala ?et Asn Tyr
1 _

Lys Ala Ser Gln Asp val Ser Thr Ala val Ala
1 5 10

ier Ala Ser Tyr érg Tyr Thr

Gln GlIn His Tyr ger Thr Pro
1

<223> Region variable de cadena pesada de RK35 humanizado con retromutaciones

<400> 26
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GIn

Arg

ser

35

Ile

Arg

Met

Gln

ser
115

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

val

Ser

val

ser

Thr

Ser

85

Tyr
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Glu

cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Ala

ser
Ala
GlIn
Gly
55

Ser
Arg

Met

Gly

Ala ser

25

Ala Pro

40

ser

Arg

Ala

Asn

Tyr

Asp

Glu

Tyr
105

Gly Gly
10

Gly

Glu

Thr

AsSn

Asp

90

Trp

Leu val
phe Thr
Lys Arg
ser Tyr
60
Ser Lys
75
Thr Ala

Gly Gln

Gln Pro

Phe ser
30

Leu Glu

45

Pro Asp

Asn Thr

Met Tyr

Gly Thr
110

<223> Region variable de cadena ligera de RK35 humanizado con retromutaciones.

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Met

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

cys

val

Asp Ile Glu Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser {g] Gly
5

Asp Arg val ggr Ile Thr Cys Lys é}a ser Gln Asp val ggr Thr Ala

val Ala ;gp Tyr GIn GIn Lys zgo Gly Lys Ala Pro kgs Leu Leu Ile

Tyr ggr Ala Ser Tyr Arg ggr Thr Gly val Pro égp Arg Phe Ser Gly

ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu GIn Ala
65 70 75

80

Glu Asp Phe Ala g?r Tyr Tyr Cys GlIn GIn His Tyr Ser Thr Pro Trp
90 95

Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
100 105

Glu val
1
Ser Leu
Ala Met
Ala Thr
50
Lys Gly
65
Leu Gin
_Ala Lys

Thr val

<210> 27

<211> 107

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<400> 27

<210> 28

<211> 405

<212> ADN
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<213> Mus musculus

<400> 28
atgaactttg tgctcagctt
gtgcagctgg tggagtctgg
_tgtgcagcct ctggattcac
gagaagaggc tggagtgggt
gacagtgtga agggtcgatt
" caaatgagca gtctgaggtc
gctatgaact actggggtca
<210> 29
<211> 135
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 29
?et Asn Phe val
val Gln Cys Glu
20
Pro Gly Gly Ser
35
Ser Ser Tyr Ala
50
Glu Trp val Ala
65
Asp Ser val Lys
Thr Leu Tyr Leu
100
Tyr Tyr Cys Ala
115
Thr Ser val Thr
130
<210> 30
<211> 381
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 30

ES 2659 114 T3

gattttcctt gccctcattt

gggaggctta gtgaagcctg
tttcagtagc tatgccatgt

cgcaaccatt agtagtggtg

caccatctcc agagacaatg

tgaggacacg gccatgtatt

‘aggaacctca gtcaccgtct

Leu

val

Leu

Met

Thr

Gly

85

Gln

Arg

val

Ser

Gln

Lys

Ser

Ile

70

Arg

Met

Gln

Ser

Leu Ile

val

Leu

ser
40

Leu

Trp val

55

Ser Ser

Phe Thr

Ser Ser

Asp Tyr
120

Ser
135

Phe

Glu

25

Cys

Arg

Gly

Ile

Leu
105

Ala

50

Leu
10

Ser

Ala

GlIn

Gly

ser
90

Arg

Met

taaaaggtgt
gagggtccct
cttgggtteg
gtagttacac
ccaagaacac
actgtgcaag

ccteca

Ala Leu Ile

Gly Gly Gly

Ala Ser Gly

45

Thr Pro Glu

60

Ser Thr

75

Tyr

Arg Asp Asn

Ser Glu Asp

Asn Tyr Trp

ccagtgtgaa
gaaactctcc
ccagactccg
ctcctatcca
cctgtacctg

acaagactat

Leu Lys Gly

Leu val

30

Lys

phe Thr phe

Lys Arg Leu

Pro
80

ser Tyr

Ala Lys Asn

95
Thr Ala Met
110

Gly GIn Gly

60
120
180
240
300
360
405
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atggagtcac
gacattgaga
atcacctgca
ggacaatctc
cggttcactg
gaagacctgg

ggcaccaagc

agattcaggt ctttgtattc

tgacccagtc
éggccagtca
ctaaactact
gcagtggatc
cagtttatta

tggaaatcaa
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tcacaaattc
ggatgtgagt
gctttactcg
tgggacggat
ctgtcagcaa

a

gtgtttctct
atgtccacat
actgctgtag
gcatcctacc
ttcactttca

cattatagta

<210> 31

<211> 127

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 31

Met
Gly
Thr
val
‘Lys
65
Arg

Ser

Ser

Glu

val

Ser

Ser
50

Leu
Phe
val

Thr

val

Ser GIn

Asp Gly
20

Gly
35

Thr Ala

Leu Leu
Thr Gly

Ala
100

GlIn

Pro Trp
115

Ile

Asp

Asp

val

Tyr

Ser

85

Glu

Thr

Gln

Ile

Arg

Ala

Ser

70

Gly

Asp

Phe

val’

Glu

val

Trp

55

Ala

Ser

Leu

Gly

Phe

Met

ser

40

TYyr

Ser

Gly

Ala

Gly

val

Thr

25

Ile

GlIn

Tyr

Thr

val

105

Gly

51

Phe

10

GlIn

Thr

Gln

Arg

Asp

90

TYyr

Thr

ggttgtctgg
cagtaggaga
cctggtatca
ggtacactgg
ccatcagcag

ctccgtggac

val Phe

His

Ser

Cys

Pro
60

Lys

Tyr Thr

75

Thr

Phe

Tyr Cys

Lys Leu

tgttgacgga
cagggtcagc
acagaaacca
agtccctgat
tgtgcaggct
gttcggtgga

Leu

Lys

Lys Ala

45

Gly

Gly

Phe

GlIn

Glu
125

Trp

Phe

30

ser

GlIn

val

Thr

Glin

110

Ile

Leu

15

Met

G1In

Ser

Pro

Ile

95

His

Lys

60
120
180
240
300
360
381

ser
ser
A;p
Pro-
Asp
80

Ser

TYyr
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo humanizado que se une especificamente y antagoniza GDF-8, que comprende:

una region pesada variable (VH) de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7 o que difiere
en no mas de 2 residuos de amino&cidos de la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7,y

una region ligera variable (VL) de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9 o que difiere en
no mas de 2 residuos de aminodcidos de la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 9;

en la que

la primera CDR de una regién VH (H1) tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 10,
la segunda CDR de una regién VH (H2) tiene la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID NO: 11,
la tercera CDR de una region VH (H3) tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 12,
la primera CDR de una regién VL (L1) tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 13,
la segunda CDR de una region VL (L2) tiene la secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 14,
la tercera CDR de una regién VL (L3) tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 15,
oenlaque

la primera CDR de una regiéon VH (H1) tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 20,
la segunda CDR de una region VH (H2) tiene la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID NO: 21,
la tercera CDR de una region VH (H3) tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 22,
la primera CDR de una regién VL (L1) tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 23,
la segunda CDR de una region VL (L2) tiene la secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 24,
la tercera CDR de una regién VL (L3) tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 25.
2. El anticuerpo humanizado de la reivindicacién 1, que comprende:

una region pesada variable (VH) de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7 o que difiere
en no mas de 1 residuo de amino&cido de la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7; y

una region ligera variable (VL) de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9 o que difiere en
no mas de 1 residuo de aminodcido de la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID NO: 9.

3. El anticuerpo humanizado de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en el que dicha regién VH comprende la
secuencia de aminoédcidos de la SEQ ID NO: 7, y dicha regién VL comprende la secuencia de aminoédcidos de la SEQ
ID NO: 9.

4. El anticuerpo humanizado de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende ademas una regién constante
de cadena pesada de un subtipo de inmunoglobulina seleccionado del grupo que consiste en IgG1, IgG2, 19gG3, IgG4,
IgA1, IgA2, IgD, IgE e IgM.

5. El anticuerpo humanizado de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende ademas una regién constante
de cadena pesada de IgG1 humana.

6. El anticuerpo humanizado de la reivindicacién 4 o la reivindicacion 5, en el que la regién constante se altera para
modificar las propiedades del anticuerpo.

7. El anticuerpo humanizado de la reivindicacion 6, en el que la regién constante alterada esta mutada.

52



10

15

20

25

30

35

40

ES 2659 114 T3

8. El anticuerpo humanizado de la reivindicacion 6 o la reivindicacion 7, en el que la region constante se altera para
aumentar o disminuir la union al receptor Fc.

9. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que la regién constante comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 19.

10. El anticuerpo de la reivindicacion 7, en el que la regién constante de IgG1 humana comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 19 mutada en uno o mas de los residuos 117 y 120 de la misma.

11. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que comprende ademas una region constante de cadena
ligera de anticuerpo seleccionada del grupo que consiste en kappa y lambda.

12. Un polinucledtido que codifica el anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11.
13. El polinucledtido de la reivindicacién 12 operativamente enlazado a una secuencia de control de la expresion.

14. Un vector que comprende el polinucleétido de la reivindicacion 12 o la reivindicacion 13 como un antagonista de
GDF-8.

15. Una célula huésped que comprende el vector de la reivindicacion 14 o que comprende el polinucleétido de la
reivindicacién 12 o la reivindicacién 13 como un antagonista de GDF-8.

16. Un método para producir un anticuerpo que se une especificamente a GDF-8, que comprende la etapa de cultivar la
célula huésped de la reivindicacion 15 y recuperar el anticuerpo producido de ese modo.

17. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 producido por el método de la reivindicacion 16.

18. Una composicién que comprende el anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 y 17, y un portador
farmacéuticamente aceptable.

19. La composicion de la reivindicacién 18 para uso en el tratamiento de un trastorno de un sujeto mamifero, en el que
trastorno se selecciona del grupo que consiste en: un trastorno muscular, un trastorno neuromuscular, un trastorno
degenerativo 6seo, un trastorno adiposo, un trastorno éseo metabdlico, un trastorno éseo inducido, un trastorno del
metabolismo de la glucosa y un trastorno relacionado con insulina.

20. La composicién para uso de acuerdo con la reivindicacion 19, en la que dicho trastorno se selecciona
adicionalmente del grupo de trastornos que consisten en: distrofia muscular, distrofia muscular de Duchenne, atrofia
muscular, atrofia de 6rganos, fragilidad, sindrome del tinel carpiano, enfermedad pulmonar obstructiva congestiva,
esclerosis lateral amiotrofica (ALS), sarcopenia, caquexia, sindrome de pérdida muscular, osteoporosis, fractura
relacionada con la osteoporosis, osteopenia, osteoartritis, baja masa 6sea, tolerancia alterada a la glucosa, resistencia a
la insulina, diabetes tipo 2, obesidad y sindrome metabdlico.

21. La composicion para uso de acuerdo con la reivindicacion 20, en la que dicho trastorno es distrofia muscular de
Duchenne.

22. La composicion para uso de acuerdo con la reivindicacion 20, en la que dicho trastorno es ALS.
283. La composicion para uso de acuerdo con la reivindicacion 20, en la que dicho trastorno es caquexia o sarcopenia.

24. La composicion de la reivindicacion 18 para uso en el tratamiento de un trastorno de pérdida muscular en un sujeto
mamifero.

25. La composicion para uso de acuerdo con la reivindicacion 24, en la que el trastorno de pérdida muscular es un
sindrome de pérdida muscular o pérdida muscular inducida por VIH.

26. La composicion para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 19 a 25, en la que dicho sujeto
mamifero es humano.

27. Uso del anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, in vitro, en un método de diagndstico.

28. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 para uso in vivo en un método de diagndstico.

53



FIG. 1B

FIG. 1C

ES 2659 114 T3

O, 450 nim

Concentracién (M)

= S

3

2 . .

m- = =

@ 3 O .

o

@

=

4] .

3 3t d

@

e}

=]

2 10100 4

@

=2

]

@ EI T TR P Rr N ST
W s 1Y 1pE p? e

Concentracion (M)

54



Peso corporal (gramos)

ES 2659 114 T3

20

40

; 4

60

80 100 120 140 1
Edad (dias)

FIG. 2A

55

: 3

60



Peso corporal (gramos)

g

K

-
g8 &

o<

g 3

i

i

ES 2659 114 T3

o

44 6 80 160
Edad (dias)

FIG. 2B

56

120

140



Masa muscular (gramos)

ES 2659 114 T3

0.25 -

6.2 A

0.15 A

8.1 4

8.05

gastroc tibial cuad difragma

FI1G.2C

57



Masa muscular (gramos)

4 =
354
3 4
2.5 4
24
1.5
1
0.5+

ES 2659 114 T3

gastroc

tibial cuad

FIG. 2D

58

difragma



8.2% -

0.2 4

018 +

e
ik

Masa muscular (gramos)
o
=)
L4

¥
"

ES 2659 114 T3

gastroc tibial cuad difragma

FIG. 2E

59



Masa muscular (gramos)

ES 2659 114 T3

gastroc tibial cuad difragma

FIG. 2F

60



ES 2659 114 T3

FIG. 3A
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Alineacion de la region variable de cadena ligera de RK35 con DPK9
Identidades = &5/95 (48%)
* FHEEREE * * & * *
WYQOKPGQSPRLLLY SASVEYTGVED 60
WY QOK PCKAPELLIY
NWYQOKPCGRAPKLLI

MRK35 VL 1  DIEMTQSHKFMSTSVGDRVSITCEAS
HuRK35 VL 1 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTIT
DPK-9 1 DIQMTRSPSSLSASVGDRVTIIT

* £ *® ok *® & * *

MRE35 VL 61 RFTGSGSGTDETFTISSVOAEDLAVYYC TEFGEGTEKLEIX 107
HuURK33 VL 61 RFSGSGSGTDETLTISSLOPEDFATYYC TEGQGTEVEIE 107
DPE-9 61 RFSGSGSGTDETLTISSLOPEDFATYYCOO 95

20 sustituciones de aminoacidos
Retromutaciones potenciales : PBOA

Alineacion de la region variable de cadena pesada de RK35 con DP-47
Identidades = 7T9/98 (80%)

* * * * * * *
mMREK35 VH 1  EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCARSGETFS WVROTEEKRLEWVAS
HuRK35 VH 1  EVQOLLESGGGLVQPGGSLRLSCARSGETFS ROAPGEGLEWVST
Dp =47 1 EVOLLESGGGLVQPGGSLRLECARSGERTES VROAPGKGLEWVS!

+* & * * *
RFTISRONAKNTLYLOMSSLRSEDTAMY YCARGHY
FTISRDNSKNTLY LOMNSLRAEDTAVY Y CAKGE
FTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY YCAK 28

EK35 WVH 6l
HuRK35 VH 61
Dp=47 61

GOGTSVTVIS 116
(WGOGTMYTVSS 1146

13 sustituciones de aminoacidos en las regiones marco
Retromutaciones potenciales : LEV; GAZ2E, G44R; S49A; VIIM
FIG. 8
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