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DESCRIPCION
Anticuerpos contra notum pectinacetilesterasa
1. Campo de la invencién

Esta invencion se refiere a anticuerpos inhibidores de Notum Pectinacetilesterasa, composiciones que los
comprenden y métodos para su uso.

2. Antecedentes de la invencion

La salud 6sea depende de las actividades coordinadas de los osteoblastos que forman el hueso y los osteoclastos
que reabsorben el hueso. "El recambio 6seo refleja un equilibrio entre estas funciones celulares anabdlicas y
catabdlicas y garantiza que el esqueleto maduro pueda repararse a si mismo cuando esta dafiado y mantener su
funcién endocrina mediante la liberacién de minerales como el calcio y el fésforo en la circulacion”. Allen, J.G. et al.,
J. Med. Chem., 53 (10 de junio de 2010), pags. 4332 - 4353, 4332. Muchas patologias alteran este equilibrio, dando
como resultado un aumento o disminucion de la masa ésea o cambios en la calidad dsea. La pérdida gradual de la
densidad mineral 6sea se conoce como osteopenia; y la pérdida severa de hueso se conoce como osteoporosis. /d.

El tratamiento de referencia actual para el tratamiento y la prevencion de la osteoporosis utiliza la clase de
bifosfonatos antirresortivos orales de molécula pequefia. Id. en 4333. Los suplementos de acido zoledrénico,
raloxifeno, calcio y vitamina D también se usan generalmente en el tratamiento de la osteoporosis. /d. Mientras que
los agentes antirresortivos pueden ayudar a prevenir la pérdida 6sea, los agentes anabdlicos "son capaces de
aumentar la masa 6sea en mayor grado... y también tienen la capacidad de mejorar la calidad 6sea y aumentar la
resistencia 6sea". Guo, H., et al., J. Med. Chem., 53 (25 de febrero de 2010), pag.1819 -1829,1819. En Estados
Unidos, la PTH (hormona paratiroidea por sus siglas en inglés) humana es el Unico agente anabdlico aprobado por la
FDA. Id.; Allen en 4333. “Debido a la escasez de agentes anabdlicos disponibles para el tratamiento de la
osteoporosis, existe una necesidad urgente de desarrollar compuestos moleculares pequefios para tratar esta
enfermedad que sean no toxicos, rentables y faciles de administrar ". Guo, en 1819.

"Aunque el desarrollo de agentes farmacoldgicos que estimulan la formacién 6sea estd menos avanzado en
comparacién con las terapias antirresortivas, se sabe que varias vias facilitan la funcién de los osteoblastos". Allen
en 4338. Estas vias incluyen proteinas morfogénicas oOseas, factor de crecimiento transformante B, hormona
paratiroidea, factor de crecimiento insulinico, factor de crecimiento de fibroblastos y sefalizacion del sitio de
integracion MMTYV de tipo sin alas (WNT). /d. Guo y sus colegas informaron recientemente sobre los resultados de la
primera de estas vias. Guo, citado anteriormente. En particular, informaron que ciertos compuestos de benzotiofeno
y benzofurano sustituidos potencian la expresion de la proteina morfogénica 6sea 2 en ratones y ratas. Dos de los
compuestos informados estimulan la formacion de hueso y la restauracion de la conectividad trabecular in vivo. Id.
en 1819.

Otra de estas vias es la via WNT, que esta implicada en una variedad de procesos de desarrollo y regenerativos.
Allen en 4340. Sin embargo, la via es compleja, y aun no esta claro mucho sobre ella y de cdmo sus componentes
afectan al hueso. Por ejemplo, se ha sugerido que LRP-5, cuyas mutaciones estan asociadas con el aumento de la
masa 0sea en los seres humanos, y la 3-catenina, a través de la cual se produce la sefializacién canénica WNT, "no
se pueden vincular directamente a través de la sefializaciéon WNT al control de la masa ésea." /d.

El analisis reciente de los datos de expresion génica ha llevado a la identificacién de nuevas dianas de sefializacion
WNT. Véanse, por ejemplo, Torisu, Y., et al., Cancer Sci., 99(6):1139-1146, 1143 (2008). Una de estas dianas es
Notum Pectinacetilesterasa, también conocida como NOTUM y LOC174111.

3. Sumario de la invencion

El objeto de la invencion se establece en las reivindicaciones adjuntas. En un aspecto, la invencion proporciona un
anticuerpo monoclonal que se une a la notum pectinacetilesterasa humana (NOTUM) y reduce la actividad de
NOTUM humana en un ensayo con 8-octanoiloxipireno-1,3,6-trisulfonato trisddico (OPTS) in vitro, para su uso en un
método para tratar o prevenir una enfermedad o trastorno caracterizado por la pérdida 6sea en un paciente. En
algunas realizaciones, el anticuerpo se une a una NOTUM seleccionada de NOTUM de ratén, NOTUM de cobaya,
NOTUM de mono cynomolgus y NOTUM de mono rhesus. El anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencion
reduce la actividad de NOTUM humana en un ensayo con 8-octanoiloxipireno-1,3,6-trisulfonato trisédico (OPTS) in
vitro. En algunas realizaciones, el anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencion tiene al menos una actividad
seleccionada de aumentar los niveles de PINP séricos in vivo, aumentar la densidad mineral ésea in vivo, aumentar
el espesor cortical de la diafisis del fémur in vivo, aumentar el area 6sea de la diafisis del fémur in vivo, aumentar el
espesor cortical de la diafisis del hiumero in vivo, aumentar la formacién 6sea endocortical in vivo, aumentar la
proporcion de volumen de hueso cortical en el cuerpo vertebral de la vértebraVL5 in vivo, y aumentar la proporcion
de volumen de hueso de cuello femoral a volumen total de cuello femoral in vivo. En algunas realizaciones, un
anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencién que se une a NOTUM se une a un polipéptido que tiene la
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secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 con Kp de menos de 50 nM, menos de 20 nM o menos de 10 nM.

En algunas realizaciones, el anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencion tiene al menos una caracteristica de
union seleccionada de: a) se une a un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 83 con
una afinidad de unién que es al menos 5 veces mas fuerte que la afinidad de unién del anticuerpo por un polipéptido
que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 84; b) se une a un polipéptido que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 85 con una afinidad de unién que es al menos 5 veces mas fuerte que la afinidad de
union del anticuerpo por un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 86; c) se une a un
polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 con una afinidad de unién que es al menos 5
veces mas fuerte que la afinidad de unién del anticuerpo por un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 94; d) se une a un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 con una
afinidad de unién que es al menos 5 veces mas fuerte que la afinidad de unién del anticuerpo por un polipéptido que
tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 99; e) compite por unirse a NOTUM con un anticuerpo que
comprende una region variable de cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos de la SEQW ID NO: 15y
una region variable de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 16 f) compite por
unirse a NOTUM con un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que tiene una secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 23 y una region variable de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 24; g) compite por unirse a NOTUM con un anticuerpo que comprende una region variable de
cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 31 y una region variable de cadena
ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 32; h) compite por unirse a NOTUM con un
anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 39 y una region variable de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 40;
i) y compite por unirse a NOTUM con un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que tiene
una secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 55 y una region variable de cadena ligera que tiene la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 56.

En algunas realizaciones, el anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencion se selecciona de un anticuerpo de
ratén, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado, y un anticuerpo humano.

En algunas realizaciones, un anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencion que se une a NOTUM comprende
una cadena pesada y una cadena ligera, en donde la cadena pesada comprende al menos una CDR seleccionada
de: a) una CDR1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de las SEQ ID NO: 17, 25, 33y 41; b)
una CDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de las SEQ ID NO: 18, 26, 34 y 42 y c) una
CDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de las SEQ ID NO: 19, 27, 35 y 43. En algunas
realizaciones, la cadena pesada comprende un conjunto que comprende una CDR1, una CDR2 y una CDR3, en
donde el conjunto se selecciona de: a) un conjunto que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 17, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 18 y una
CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 19; b) un conjunto que comprende una CDR1 que
tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 25, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 26 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 27; c) un conjunto que
comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 33, una CDR2 que tiene la
secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 34 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 35; d) un conjunto que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 41, una
CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 42 y una CDR3 que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 43; y e) un conjunto que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 57, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 58 y una CDR3
que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 59. En algunas realizaciones, la cadena pesada
comprende unas regiones variables de cadena pesada que comprenden una secuencia de aminoacidos
seleccionada de las SEQ ID NO: 15, 23, 31, 39, 63,67, 71, 75y 79.

En algunas realizaciones, un anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencion que se une a NOTUM comprende
una cadena pesada y una cadena ligera, en donde la cadena ligera comprende al menos una CDR seleccionada de:
a) una CDR1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de las SEQ ID NO: 20, 28, 36 y 44 y b)
una CDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de las SEQ ID NO: 21, 29, 37,45y 61 y c)
una CDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de las SEQ ID NO: 22, 30, 38, 46 y 62. En
algunas realizaciones, la cadena ligera comprende un conjunto que comprende una CDR1, una CDR2 y una CDRS3,
en donde el conjunto se selecciona de: a) un conjunto que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 20, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 21 y una
CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 22; b) un conjunto que comprende una CDR1 que
tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 28, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 29 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 30; c) un conjunto que
comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 36, una CDR2 que tiene la
secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 37 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 38; d) un conjunto que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 44, una
CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 45 y una CDR3 que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 46; y e) un conjunto que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de
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aminoacidos SEQ ID NO: 60, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 61 y una CDR3
que tiene la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 62. En algunas realizaciones, la cadena ligera comprende
unas regiones variables de cadena ligera que comprenden una secuencia de aminoacidos seleccionada de las SEQ
ID NO: 16, 24, 32, 40, 56, 65, 69, 73, 77 y 81.

En algunas realizaciones, un anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencion que se une a NOTUM comprende
una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera, en donde: a) la regién variable de la
cadena pesada comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 17, una CDR2 que
tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 18 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 19y la region variable de la cadena ligera comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 20, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 21 y una CDR3 que tiene
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 22; o b) la region variable de la cadena pesada comprende una
CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 25, una CDR2 que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 26, y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 27,y en
donde la region variable de la cadena ligera comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 28, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 29 y una CDR3 que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 30, o c) la region variable de la cadena pesada comprende una CDR1
que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 33, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 34 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 35 y la regién variable de la
cadena ligera comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 36, una CDR2 que
tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 37 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 38; o d) la region variable de la cadena pesada comprende una CDR1 que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 41, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 42, y una
CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 43, y en donde la region variable de la cadena ligera
comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 44, una CDR2 que tiene la
secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 45 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 46; o e) la region variable de la cadena pesada comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 57, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 58, y una CDR3 que tiene
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 59, y en donde la regién variable de la cadena ligera comprende una
CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 60, una CDR2 que tiene la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 61 y una CDRS3 que tiene la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 62.

En algunas realizaciones, un anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencion que se une a NOTUM comprende
una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera, en donde a) la regién variable de la
cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 15 y la region variable de la cadena
ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16; o b) la region variable de la cadena pesada
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:71 y la regién variable de la cadena ligera comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:73; o c) la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 72 y la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 74; o d) la region
variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:23 y la region variable de la
cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:24; o e) la region variable de la cadena
pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:75 y la regién variable de la cadena ligera
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:77; o f) la cadena pesada comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 76 y la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 78;
o g) la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:31 y la region
variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:32; o h) la regién variable de
la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:79 y la regién variable de la cadena
ligera comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:81; o (i) la cadena pesada comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO:80 y la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:82; 0 j) la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:39 y la
region variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:40; o h) la region
variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:67 y la region variable de la
cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:69; o (i) la cadena pesada comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:68 y la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO:70; o m) la regién variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:55 y la region variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:56

Un aspecto adicional de la invencidon proporciona un anticuerpo monoclonal que se une a la notum
pectinacetilesterasa humana (NOTUM) y que neutraliza al menos una actividad de NOTUM, en donde el anticuerpo
comprende una region variable de cadena pesada y una regién variable de cadena ligera, en donde: a) la region
variable de la cadena pesada comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 41,
una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 42, y una CDR3 que tiene la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 43, y en donde la regién variable de la cadena ligera comprende una CDR1 que tiene
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 44, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 45 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 46; o b) la region variable de la
cadena pesada comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 57, una CDR2 que
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tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 58, y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 59, y en donde la region variable de la cadena ligera comprende una CDR1 que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 60, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 61 y una
CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 62. En algunas realizaciones del anticuerpo de la
invencion de acuerdo con (a), la regién variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 39 y la region variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
40; o la regién variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:67 y la
region variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:69; o la cadena
pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:68 y la cadena ligera comprende la secuencia de
aminodacidos de la SEQ ID NO:70. En algunas realizaciones del anticuerpo de la invencién de acuerdo con (b), la
region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 55 y la region
variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 56.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona una molécula de acido nucleico que comprende una primera
secuencia de polinucledtidos que codifica la cadena pesada, y una segunda secuencia de polinucledtidos que
codifica la cadena ligera. En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico es un vector. Un aspecto adicional
de la invencion proporciona una célula hospedadora que comprende la molécula de acido nucleico anterior que
comprende una primera secuencia de polinucledtidos que codifica una cadena pesada, y se proporciona una
segunda secuencia de polinucledtidos que codifica una cadena ligera. En un aspecto adicional, la invencion
proporciona un método para producir el anticuerpo anterior de la invencién que comprende incubar la célula
hospedadora anterior en condiciones suficientes para expresar el anticuerpo. Un aspecto adicional de la invencién
proporciona una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo anterior de la invencion. En algunas
realizaciones, el anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencioén estimula la formacién endocortical realizada en
un paciente, y el método comprende administrar una cantidad eficaz de una composicién farmacéutica que
comprende un anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencién proporcionada. En algunas realizaciones del
anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencién, dicho método comprende administrar una cantidad eficaz de
una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencion. En algunas
realizaciones, la enfermedad o trastorno es osteoporosis. En algunas realizaciones, se proporciona una forma de
dosificacién unitaria Unica que comprende la composicién farmacéutica.

4. Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 proporciona una representacion grafica de las diferencias entre los espesores corticales de varios sitios
6seos en ratones knockout homocigotos para NOTUM ("HOM") y los de sus compafieros de camada de tipo silvestre
(llTSll).

La Figura 2 proporciona una representacion grafica de un aumento en el espesor cortical del hueso observado en
ratones knockout homocigotos y heterocigotos ("HET") para NOTUM en comparacidon con sus compaferos de
camada de tipo silvestre.

La Figura 3 proporciona una representacion grafica de los resultados obtenidos de las pruebas de resistencia a la
rotura del fémur y de compresién de la columna vertebral realizadas en los huesos de ratones knockout macho
homocigotos y heterocigotos para NOTUM y sus compafieros de camada de tipo silvestre.

La Figura 4 proporciona una representacion grafica de los resultados obtenidos de las pruebas de resistencia a la
rotura del fémur y de compresion de la columna vertebral realizadas en los huesos de ratones knockout hembra
homocigotos y heterocigotos para NOTUM y sus comparieros de camada de tipo silvestre

La Figura 5 proporciona una representacion grafica de ciertas proteinas quiméricas humanas/de ratén, e indica una
region que parece estar involucrada en la unién de los anticuerpos que neutralizan NOTUM en Bin 1, como se
describe en el Ejemplo 6.7.

La Figura 6 proporciona una representacion grafica de las medidas del espesor cortical de la diafisis del fémur
obtenidas en ratones después de ocho semanas de administracion de MAb 2.1029 o MAb 2.78, como se describe en
el Ejemplo 6.9.1.

La Figura 7 proporciona una representacion grafica de las medidas del espesor cortical de la diafisis del fémur
obtenidas en ratones después de cuatro semanas de administracién de varias dosis de MAb 2.1029, como se
describe en el Ejemplo 6.9.2.

La Figura 8 proporciona una representacion grafica de las medidas del espesor cortical de la diafisis del fémur
obtenidas en ratones después de cuatro semanas de administracién de varias dosis de MAb 2.78b, como se
describe en el Ejemplo 6.9.3. La Figura 8A muestra dosis de 3 mg/kg, 10 mg/kg y 30 mg/kg de MAb 2.78b. La Figura
8B muestra dosis de 0,3 mg/kg, 1 mg/kg y 3 mg/kg de MAb 2.78b.

La Figura 9 proporciona una representacion grafica de las medidas del espesor cortical de la diafisis del fémur (A) y
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los niveles séricos de PINP (B) obtenidos en ratones después de 4 semanas de administracion de MAb 2.78b, con y
sin tratamiento previo con zoledronato, como se describe en el Ejemplo 6.9.4.

La Figura 10 proporciona una representacion grafica de las medidas del espesor cortical de la diafisis del fémur
obtenidas en ratones después de 4 semanas de administracion de MAb 2.78a, como se describe en el Ejemplo
6.9.5.

La Figura 11 proporciona una representacion grafica de las medidas del espesor cortical de la diafisis del fémur (A)
medidas del espesor cortical de la diafisis del humero (B) obtenidos en ratones después de 12 semanas de
administracion de MAb 2.78a, como se describe en el Ejemplo 6.9.6.

La Figura 12 proporciona una representacion grafica de las medidas del espesor cortical de la diafisis del fémur (A),
las medidas del espesor cortical de la diafisis del humero (B) y el espesor cortical de la novena costilla (C) obtenidas
en ratones después de 24 semanas de administracion de MAb 2.78a, como se describe en el Ejemplo 6.9.6.

La Figura 13 proporciona una representacion grafica del espesor cortical de la diafisis del fémur (A) y del area de
hueso mineralizado de la diafisis del fémur (B) en ratones de cirugia simulada y ovariectomizados a los que se
administré el anticuerpo 2.78b que neutraliza NOTUM o el anticuerpo control, como se describe en el Ejemplo
6.10.3.

La Figura 14 proporciona una representacion grafica de la proporcion en el cuerpo vertebral de la VL5 del volumen
6seo al volumen total (A), la proporcion en el cuerpo vertebral de la VL5 del volumen del hueso cortical al volumen
total (B) y la proporcion en el cuerpo vertebral de la VL5 del volumen de hueso trabecular al volumen total (C) en
ratones de cirugia simulada y ovariectomizados a los que se administré el anticuerpo 2.78b que neutraliza NOTUM o
el anticuerpo control, como se describe en el Ejemplo 6.10.3.

La Figura 15 proporciona una representacion grafica de la proporcion del volumen del hueso del cuello femoral al
volumen total en ratones de cirugia simulada y ovariectomizados a los que se administr6 el anticuerpo 2.78b que
neutraliza NOTUM o el anticuerpo control, como se describe en el Ejemplo 6.10.3.

La Figura 16 proporciona una representacion grafica del porcentaje de la superficie endocortical de las secciones
transversales de la diafisis del fémur que se marcaron con calceina, alizarina y tetraciclina en ratones de cirugia
simulada y ovariectomizados a los que se administré el anticuerpo 2.78b que neutraliza NOTUM o el anticuerpo
control, como se describe en el Ejemplo 6.10.4.

La Figura 17 proporciona una representacion grafica de la tasa de aposicion mineral (A) y la tasa de formacion dsea
referente al volumen (B) en ratones de cirugia simulada y ovariectomizados a los que se administré el anticuerpo
2.78b que neutraliza NOTUM o el anticuerpo control, como se describe en el Ejemplo 6.10.4.

5. Descripcion detallada de la invencién

La divulgacion se basa, en parte, en el descubrimiento de que la inhibicion de NOTUM puede afectar la formacion de
hueso endocortical. Los aspectos particulares de la invencién se basan en estudios de ratones que carecen de un
gen NOTUM funcional ("ratones knockout"), en el desarrollo de anticuerpos que inhiben NOTUM y en el
descubrimiento de que dichos anticuerpos pueden usarse para estimular la formacion de hueso cortical en ratones y
ratas.

Los encabezados de seccion usados en el presente documento tienen fines organizativos solamente, y no deben
considerarse como limitantes de la materia objeto descrita. En el caso de que una o mas de las publicaciones
incorporadas y materiales similares definan un término que contradiga la definicién de ese término en la presente
solicitud, la presente solicitud sera la determinante.

5.1 Definiciones

El término "anticuerpo,"” como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo intacto o un fragmento de
un anticuerpo que compite con el anticuerpo intacto por la unién al antigeno. Los fragmentos de anticuerpos
incluyen, pero sin limitacion, Fab, Fab', F(ab'),, Fv, scFv, Fd, diacuerpos y otros fragmentos de anticuerpos que
conservan al menos una porcion de la region variable de un anticuerpo intacto. Véanse, por ejemplo, Hudson et al.
(2003) Nat. Med. 9:129-134. En algunas realizaciones, los fragmentos de anticuerpos se producen por escision
enzimatica o quimica de anticuerpos intactos. En algunas realizaciones, los fragmentos de anticuerpos se producen
mediante técnicas de ADN recombinante.

La expresion "sitio de unién a antigeno" se refiere a una porcién de un anticuerpo capaz de unirse especificamente a
un antigeno. En algunas realizaciones, se proporciona un sitio de unién a antigeno por una o mas regiones variables
de anticuerpo.
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La expresion "afinidad de union" se refiere a una determinacion cualitativa o cuantitativa de la fuerza con la que un
anticuerpo se une a un antigeno. En algunas realizaciones, la afinidad de unién es la constante de disociacion (Kp)
del anticuerpo para el antigeno. En algunas realizaciones, la afinidad de union de un anticuerpo por un antigeno se
determina cualitativamente, como en relacién con la afinidad de unién de un anticuerpo diferente por un antigeno, o
en relacion con la afinidad de unién del mismo anticuerpo por un antigeno diferente (como el antigeno con uno o
mas cambios en su secuencia de aminoacidos). La afinidad de unién de un anticuerpo por un primer antigeno se
considera "mas fuerte" que su afinidad por un segundo antigeno, por ejemplo, cuando la Kp del anticuerpo por el
primer antigeno es menor que la Kp del anticuerpo por el segundo antigeno. En algunas realizaciones, la afinidad de
union de un anticuerpo por un primer antigeno se considera "mas fuerte" cuando la Kp del anticuerpo por el primer
antigeno es al menos 1,5 veces, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 5 veces, o al menos 10 veces menor
que la Kp del anticuerpo para el segundo antigeno. Por el contrario, la afinidad de unién de un anticuerpo por un
primer antigeno se considera "mas débil" que su afinidad por un segundo antigeno, por ejemplo, cuando la Kp del
anticuerpo por el primer antigeno es mayor que la Kp del anticuerpo por el segundo antigeno. En algunas
realizaciones, la afinidad de unién de un anticuerpo por un primer antigeno se considera "mas débil" cuando la Kp
del anticuerpo por el primer antigeno es al menos 1,5 veces, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 5 veces,
o al menos 10 veces mayor que la Kp del anticuerpo para el segundo antigeno.

Un anticuerpo "quimérico" se refiere a un anticuerpo compuesto de componentes de al menos dos fuentes
diferentes. En algunas realizaciones, un anticuerpo quimérico comprende una porcion de un anticuerpo derivado de
una primera especie fusionada con otra molécula, por ejemplo, una porciéon de un anticuerpo derivado de una
segunda especie. En algunas de dichas realizaciones, un anticuerpo quimérico comprende una porcién de un
anticuerpo derivado de un animal no humano fusionado con una porcién de un anticuerpo derivado de un ser
humano. En algunas de dichas realizaciones, un anticuerpo quimérico comprende la totalidad o una porciéon de una
region variable de un anticuerpo derivado de un animal no humano fusionada con una region constante de un
anticuerpo derivado de un ser humano.

El término "epitopo" se refiere a cualquier polipéptido determinante capaz de unirse especificamente a una
inmunoglobulina o un receptor de células T. En algunas realizaciones, un epitopo es una region de un antigeno a la
que se une especificamente un anticuerpo. En algunas realizaciones, un epitopo puede incluir agrupaciones
superficiales quimicamente activas de moléculas tales como aminoacidos, cadenas laterales de azucar, grupos
fosforilo o sulfonilo. En algunas realizaciones, un epitopo puede tener caracteristicas estructurales tridimensionales
especificas (por ejemplo, un "epitopo conformacional") y/o caracteristicas de carga especificas.

Un epitopo se define como "el mismo" que otro epitopo si un anticuerpo particular se une especificamente a ambos
epitopos. En algunas realizaciones, los polipéptidos que tienen diferentes secuencias primarias de aminoacidos
pueden comprender epitopos que son los mismos. Se dice que diferentes anticuerpos se unen al mismo epitopo si
compiten por la uniéon especifica a ese epitopo.

Un "fragmento" de un polipéptido de referencia se refiere a un tramo contiguo de aminoacidos de cualquier porcion
del polipéptido de referencia. Un fragmento puede ser de cualquier longitud que sea menor que la longitud del
polipéptido de referencia. En algunas realizaciones, un fragmento es un tramo contiguo de aminoacidos de cualquier
porcién del polipéptido de referencia que tiene una actividad particular o contiene un epitopo particular.

La expresién "anticuerpo humano" se refiere a un anticuerpo monoclonal que contiene secuencias de anticuerpos
humanos y no contiene secuencias de anticuerpos de un animal no humano. En algunas realizaciones, un
anticuerpo humano puede contener secuencias sintéticas que no se encuentran en los anticuerpos nativos. La
expresion no esta limitada por la manera en que se producen los anticuerpos. Por ejemplo, en diversas
realizaciones, un anticuerpo humano puede producirse en un ratén transgénico, por presentacion en fagos, por
linfocitos B humanos o por métodos recombinantes.

Un anticuerpo "humanizado" se refiere a un anticuerpo no humano que se ha modificado de modo que coincida mas
estrechamente (en la secuencia de aminoacidos) con un anticuerpo humano. Un anticuerpo humanizado es, por lo
tanto, un tipo de anticuerpo quimérico. En algunas realizaciones, se modifican los restos de aminoacidos fuera de los
restos de unién al antigeno de la region variable del anticuerpo no humano. En algunas realizaciones, un anticuerpo
humanizado se construye reemplazando la totalidad o una parte de una o mas regiones determinantes de la
complementariedad (CDR) de un anticuerpo humano con la totalidad o una parte de una o mas CDR de otro
anticuerpo, tal como un anticuerpo no humano, que tiene la especificidad de unién al antigeno deseada. En algunas
realizaciones, un anticuerpo humanizado comprende regiones variables en las que todas o sustancialmente todas
las CDR corresponden a CDR de un anticuerpo no humano y todas o sustancialmente todas las regiones marco (FR)
corresponden a las FR de un anticuerpo humano. En algunas realizaciones, se modifican uno o mas aminoacidos
dentro de una o mas CDR del anticuerpo no humano en el anticuerpo humanizado, por ejemplo, a través de un
proceso de maduracion por afinidad. Los métodos ejemplares de maduraciéon por afinidad son conocidos en la
técnica. En algunas de dichas realizaciones, un anticuerpo humanizado comprende ademas una regiéon constante
(Fc) de un anticuerpo humano.

A menos que se indique de otro modo, el término "incluyen" tiene el mismo significado que "incluyen, pero sin



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2718 849 T3

limitacién”, el término "incluye" tiene el mismo significado que "incluye, pero sin limitacion", y el término "que incluye”
tiene el mismo significado que "que incluye, pero sin limitacién". De manera similar, la expresion "tal como" tiene el
mismo significado que el término "tal como, pero sin limitacion".

A menos que se indique de otro modo, los términos "gestionar”, "que gestiona" y "gestion" incluyen la prevencién de
la recurrencia de la enfermedad o trastorno especificado en un paciente que ya ha padecido la enfermedad o
trastorno, y/o la prolongacion del tiempo que un paciente que ha padecido la enfermedad o trastorno permanece en
remision. Los términos incluyen la modulaciéon del umbral, el desarrollo y/o la duracién de la enfermedad o trastorno,
o cambiar la forma en que un paciente responde a la enfermedad o trastorno.

La expresion "anticuerpo monoclonal” se refiere a un anticuerpo de una poblacion sustancialmente homogénea de
anticuerpos que se unen especificamente al mismo epitopo. En algunas realizaciones, un anticuerpo monoclonal es
secretado por un hibridoma. En algunas de dichas realizaciones, se produce un hibridoma de acuerdo con algunos
métodos conocidos por los expertos en la materia. Véanse, por ejemplo, Kohler y Milstein (1975) Nature 256: 495-
499. En algunas realizaciones, se produce un anticuerpo monoclonal utilizando métodos de ADN recombinante
(véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 4.816.567). En algunas realizaciones, un anticuerpo
monoclonal se refiere a un fragmento de anticuerpo aislado de una biblioteca de presentacion en fagos. Véanse, por
efemplo, Clackson et al. (1991) Nature 352: 624-628 y Marks et al. (1991) J. Mol. Biol. 222:581-597. Para otras
técnicas diferentes de produccién de anticuerpos monoclonales, véase, por ejemplo, Harlow y Lane (1988)
Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY).

La expresién "anticuerpo neutralizante" o "anticuerpo que neutraliza" se refiere a un anticuerpo que reduce al menos
una actividad de un polipéptido que comprende el epitopo al que se une especificamente el anticuerpo. En algunas
realizaciones, un anticuerpo neutralizante reduce la actividad del polipéptido in vitro y/o in vivo.

El término "NOTUM" se refiere a notum pectinacetilesterasa que tiene una secuencia de aminoacidos de cualquier
fuente de vertebrados o mamiferos, incluyendo seres humanos, bovino, pollo, roedor, ratén, rata, porcino, ovino,
primate, mono y cobaya, a menos que se especifique otra cosa. El término también se refiere a fragmentos y
variantes de NOTUM nativa que mantienen al menos una actividad in vivo o in vitro de una NOTUM nativa. El
término abarca formas precursoras no procesadas de longitud completa de NOTUM, asi como formas maduras que
resultan de la escisién postraduccional de un péptido sefial y otras formas de procesamiento proteolitico. En algunas
realizaciones, una NOTUM humana no procesada de longitud completa tiene la secuencia de aminoacidos
establecida en la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, una NOTUM de raton no procesada de longitud completa
tiene la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 2.

Los términos "polipéptido”, "péptido", y "proteina" se utilizan indistintamente en el presente documento para referirse
a un polimero de restos de aminoacidos. Los términos se aplican a los polimeros de aminoacidos que contienen
aminoacidos naturales, asi como a los polimeros de aminoacidos en los que uno o mas restos de aminoacidos es un
analogo quimico artificial de un aminoacido natural correspondiente. Los los polimeros de aminoacidos pueden ser
de cualquier longitud. La expresion "polipéptido nativo" se refiere a un polipéptido de origen natural.

A menos que se indique de otro modo, los términos "prevenir", "que previene" y "prevencion" contemplan una accion
que se produce antes de que un paciente comience a padecer la enfermedad o trastorno especificado, que inhibe o
reduce la gravedad de la enfermedad o trastorno. En otras palabras, los términos abarcan la profilaxis.

A menos que se indique de otro modo, una "cantidad profilacticamente eficaz" de un compuesto es una cantidad
suficiente para prevenir una enfermedad o afeccién, o uno o mas sintomas asociados con la enfermedad o afeccion,
0 para prevenir su recurrencia. Una “cantidad profilacticamente eficaz” de un compuesto se refiere a una cantidad de
agente terapéutico, solo o en combinacidon con otros agentes, que proporciona un beneficio profilactico en la
prevencion de la enfermedad. La expresiéon "cantidad profilacticamente eficaz" puede abarcar una cantidad que
mejora la profilaxis global o mejora la eficacia profilactica de otro agente profilactico.

Un anticuerpo "se une especificamente" a un antigeno cuando reconoce preferentemente el antigeno en una mezcla
compleja de proteinas y/o macromoléculas. En algunas realizaciones, un anticuerpo comprende un sitio de unién a
antigeno que se une especificamente a un epitopo particular. En algunas de dichas realizaciones, el anticuerpo es
capaz de unirse a diferentes antigenos siempre que los diferentes antigenos comprendan ese epitopo particular. En
algunos casos, por ejemplo, las proteinas homologas de diferentes especies pueden comprender el mismo epitopo.
En algunas realizaciones, se dice que un anticuerpo se une especificamente a un antigeno cuando la constante de
disociacion (Kp) es < 1 pyM, en algunas realizaciones, cuando la constante de disociacion es < 100 nM, y en algunas
realizaciones, cuando la constante de disociacion es < 10 nM.

Los términos "sujeto" y "paciente” incluyen tanto a seres humanos como a animales. En algunas realizaciones, un
sujeto o paciente es un mamifero. En algunas de dichas realizaciones, un sujeto o paciente es un ser humano.

A menos que se indique de otro modo, una "cantidad terapéuticamente eficaz" de un compuesto es una cantidad
suficiente para proporcionar un beneficio terapéutico en el tratamiento o gestién de una enfermedad o afeccion o
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para retrasar o minimizar uno o mas sintomas asociados con la enfermedad o afeccién. Una "cantidad
terapéuticamente eficaz" de un compuesto se refiere a una cantidad de agente terapéutico, solo o en combinacion
con otras terapias, que proporciona un beneficio terapéutico en el tratamiento o gestion de la enfermedad o afeccion.
La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" puede abarcar una cantidad que mejora la terapia global, reduce o
evita sintomas o causas de una enfermedad o afeccion o mejora la eficacia terapéutica de otro agente terapéutico.

A menos que se indique de otro modo, los términos "tratar”, "que trata" y "tratamiento” contemplan una accién que
se produce mientras un paciente padece la enfermedad o trastorno especificado, que reduce la gravedad de la
enfermedad o trastorno, o retarda o ralentiza la progresion de la enfermedad o trastorno.

5.2. Anticuerpos

5.2.1. Estructura de Anticuerpo Ejemplar

Un anticuerpo nativo generalmente tiene una estructura tetramérica. Un tetramero comprende generalmente dos
pares idénticos de cadenas polipeptidicas, teniendo cada par una cadena ligera (en algunas realizaciones,
aproximadamente 25 kDa) y una cadena pesada (en algunas realizaciones, aproximadamente 50-70 kDa). En un
anticuerpo nativo, una cadena pesada comprende una region variable, VH, y tres regiones constantes, CH1, CH2 y
CH3. El dominio VH esta en el extremo amino de la cadena pesada, y el dominio CH3 esta en el extremo carboxi. En
un anticuerpo nativo, una cadena ligera comprende una region variable, VL y una region constante, CL. La region
variable de la cadena ligera esta en el extremo amino de la cadena ligera. En un anticuerpo nativo, las regiones
variables de cada par de cadenas ligera/pesada forman generalmente el sitio de unién al antigeno. Las regiones
constantes son generalmente responsables de la funcion efectora.

Las cadenas ligeras humanas nativas se clasifican generalmente como cadenas ligeras kappa y lambda. Las
cadenas pesadas humanas nativas se clasifican generalmente como mu, delta, gamma, alfa o épsilon y definen el
isotipo del anticuerpo como IgM, IgD, IgG, IgA e IgE, respectivamente. IgG tiene subclases, que incluyen IgG1, 1IgG2,
IgG3 y IgG4. IgM tiene subclases que incluyen IgM1 e IgM2. IgA tiene subclases que incluyen IgA1 e IgA2. Dentro de
las cadenas ligeras y pesadas humanas nativas, las regiones variable y constante estan unidas generalmente por
una region "J" de aproximadamente 12 o mas aminoacidos, con la cadena pesada que también incluye una region
"D" de aproximadamente 10 aminoacidos mas. Véanse, por ejemplo, Fundamental Immunology (1989 ) Ch. 7 (Paul,
W., ed., 22 ed. Raven Press, N.Y.).

En un anticuerpo nativo, las regiones variables muestran generalmente la misma estructura general en la que las
regiones marco relativamente conservadas (FR) estan unidas por tres regiones hipervariables, también llamadas
regiones determinantes de la complementariedad (CDR). Las CDR de las dos cadenas de cada par generalmente
estan alineadas por las regiones marco, lo que puede permitir la unién a un epitopo especifico. Desde el extremo N
al extremo C, las regiones variables tanto de la cadena ligera como de la pesada comprenden generalmente los
dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. Las CDR en la cadena pesada se conocen como H1, H2 y
H3, mientras que las CDR en la cadena ligera se denominan L1, L2 y L3. Generalmente, la CDRS3 es la mayor fuente
de diversidad molecular dentro del sitio de unién del anticuerpo. H3, por ejemplo, en determinados casos, puede ser
de tan solo dos restos de aminoacidos o de mas de 26 aminoacidos. La asignacion de los aminoacidos a cada
dominio es generalmente de acuerdo con las definiciones de Kabat et al. (1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest (National Institutes of Health, Publicacion N.° 91-3242, vols. 1-3, Bethesda, MD); Chothia, C.,
y Lesk, AM. (1987) J. Mol. Biol. 196:901-917; o Chothia, C. et al. Nature 342:878-883 (1989). En la presente
solicitud, el término "CDR" se refiere a un CDR de la cadena ligera o pesada, a menos que se especifique lo
contrario.

Un fragmento "Fab" comprende una cadena ligera y la region CH1 y variable de una cadena pesada. La cadena
pesada de una molécula Fab no puede formar un enlace disulfuro con otra molécula de cadena pesada. Un
fragmento "Fab" comprende una cadena ligera y una cadena pesada que comprende una region constante adicional,
que se extiende entre los dominios CH1 y CH2. Se puede formar un enlace disulfuro entre cadenas entre dos
cadenas pesadas de un fragmento Fab 'para formar una molécula "F(ab')2".

Un fragmento "Fv" comprende las regiones variables de las cadenas tanto pesada como ligera, pero carece de
regiones constantes. Un fragmento Fv de cadena sencilla (scFv) comprende regiones variables de cadena pesada y
ligera conectadas por un enlazador flexible para formar una Unica cadena polipeptidica con una regién de unién a
antigeno. Se analizan en detalle, anticuerpos de cadena Unica ejemplares en el documento WO 88/01649 y en las
patentes de Estados Unidos numeros 4.946.778 y 5.260.203. En ciertos casos, una region variable unica (es decir,
una region variable de cadena pesada o una region variable de cadena ligera) puede tener la capacidad de
reconocer y unirse al antigeno.

Como se usa en el presente documento, la expresiéon "cadena pesada” se refiere a un polipéptido que comprende
suficiente secuencia de region variable de cadena pesada para conferir especificidad de antigeno sola o en
combinacién con una cadena ligera.
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Como se usa en el presente documento, la expresion "cadena ligera" se refiere a un polipéptido que comprende
suficiente secuencia de region variable de cadena ligera para conferir especificidad de antigeno sola o en
combinacién con una cadena pesada.

5.2.2. Anticuerpos Ejemplares

Un aspecto de la invenciéon proporciona un anticuerpo monoclonal que se une a la notum pectinacetilesterasa
humana (NOTUM) y reduce la actividad de NOTUM humana en un ensayo con 8-octanoiloxipireno-1,3,6-trisulfonato
trisodico (OPTS) in vitro, para su uso en un método para tratar o prevenir una enfermedad o trastorno caracterizado
por la pérdida 6sea en un paciente.

Un anticuerpo neutralizante contra NOTUM para su uso de acuerdo con la invencién reduce la actividad de NOTUM
en un ensayo con 8-octanoiloxipireno-1,3,6-trisulfonato trisédico (OPTS) in vitro.

En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante contra NOTUM para su uso de acuerdo con la invencion
aumenta los niveles séricos de PINP in vivo cuando se administra a un sujeto en una cantidad suficiente y durante
un tiempo suficiente. Se analizan en el presente documento, dosis y programas de dosificacion ejemplares para
administrar una cantidad suficiente durante un tiempo suficiente. En algunas realizaciones, un anticuerpo
neutralizante contra NOTUM para su uso de acuerdo con la invencién aumenta la densidad mineral ésea. En
algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante contra NOTUM para su uso de acuerdo con la invencién aumenta
el espesor cortical de la diafisis del fémur in vivo. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante contra
NOTUM para su uso de acuerdo con la invencion aumenta el area 6sea de la diafisis del fémur in vivo. En algunas
realizaciones, un anticuerpo neutralizante contra NOTUM para su uso de acuerdo con la invencién aumenta el
espesor cortical de la diafisis del humero in vivo. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante contra
NOTUM para su uso de acuerdo con la invencion aumenta la formacion 6sea endocortical in vivo. En algunas
realizaciones, un anticuerpo neutralizante contra NOTUM para su uso de acuerdo con la invencién aumenta la
proporcion de volumen de hueso cortical en el cuerpo vertebral de la VL5 in vivo. Por "proporcién de volumen de
hueso cortical en el cuerpo vertebral LV5" se entiende la proporciéon de volumen de hueso cortical al volumen total
del cuerpo vertebral de la VL5. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante contra NOTUM para su uso de
acuerdo con la invencién aumenta la proporcion de volumen de hueso del cuello femoral al volumen total de cuello
femoral in vivo.

Se proporcionan anticuerpos neutralizantes que se unen especificamente a NOTUM humana. En algunas
realizaciones, se proporcionan anticuerpos neutralizantes que se unen a una regiéon de Q47 a M177 de NOTUM
humana, para su uso de acuerdo con la invencién. En algunas realizaciones, se proporcionan anticuerpos
neutralizantes que dependen, para la unién, de una regién de Q47 a M177 de NOTUM humana, para su uso de
acuerdo con la invencion. En algunas realizaciones, se proporcionan anticuerpos neutralizantes que se unen
especificamente a la misma region de NOTUM de diferentes especies (es decir, anticuerpos que demuestran
reactividad cruzada) para su uso de acuerdo con la invencién. En algunas realizaciones, se proporcionan
anticuerpos neutralizantes que se unen a NOTUM humana y NOTUM de al menos una especie seleccionada de
raton, rata, cobaya, macaco cangrejero, titi y macaco rhesus para su uso de acuerdo con la invencion. En algunas
de dichas realizaciones, los anticuerpos para su uso de acuerdo con la invencién se unen especificamente tanto a
NOTUM de primate no humano como a NOTUM humana. En algunas realizaciones, los anticuerpos para su uso de
acuerdo con la invencién se unen especificamente tanto a NOTUM de ratén como a NOTUM humana.

En algunas realizaciones, se proporcionan anticuerpos neutralizantes que se unen a una region de NOTUM humana
de Q47 a M177, para su uso de acuerdo con la invencidon. En algunas realizaciones, se proporcionan anticuerpos
neutralizantes que dependen, para la unién, de una regién de NOTUM humana de Q47 a M177, para su uso de
acuerdo con la invencién. En algunas realizaciones, se proporcionan anticuerpos neutralizantes de NOTUM para su
uso de acuerdo con la invenciéon que se unen a NOTUM quimérica humana-de raton (SEQ ID NO: 83) con una
afinidad que es al menos 5 veces, al menos 10 veces, o al menos 20 veces mas fuerte que la afinidad por NOTUM
quimérica de raton-humana (SEQ ID NO: 84). En algunas realizaciones, se proporcionan anticuerpos neutralizantes
de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencion que se unen a NOTUM quimérica humana-de ratén-humana
(SEQ ID NO: 85) con una afinidad que es al menos 5 veces, al menos 10 veces, o al menos 20 veces mas fuerte
que la afinidad por NOTUM quimérica de ratén-humana- de raton (SEQ ID NO: 86). En algunas realizaciones, se
proporcionan anticuerpos neutralizantes de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencion que se unen a NOTUM
humana (SEQ ID NO: 1) con una afinidad que es al menos 5 veces, al menos 10 veces, o al menos 20 veces mas
fuerte que la afinidad por NOTUM D141S (SEQ ID NO: 94). En algunas realizaciones, se proporcionan anticuerpos
neutralizantes de NOTUM que se unen a NOTUM humana (SEQ ID NO: 1) con una afinidad que es al menos 5
veces, al menos 10 veces, o al menos 20 veces mas fuerte que la afinidad por NOTUM humana R144A/R145A (SEQ
ID NO: 99).

En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante contra NOTUM para su uso de acuerdo con la invencion se
une NOTUM humana (SEQ ID NO: 1) con una afinidad (Kp) de menos de 100 nM, menos de 50 nM, menos de 40
nM o menos de 30 nM, menos de 25 nM, menos de 20 nM, menos de 15 nM, menos de 10 nM, menos de 5 nM,
menos de 3 nM o menos de 2 nM, determinada como se describe en el Ejemplo 6.8. En algunas realizaciones, un

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2718 849 T3

anticuerpo neutralizante contra NOTUM para su uso de acuerdo con la invencion una Clsg en un ensayo OPTS de
menos de 100 nM, menos de 75 nM, menos de 50 nM, menos de 40 nM, menos de 30 nM, menos de 25 nM, menos
de 20 nM, menos de 15 nM o menos de 10 nM, como se describe en el Ejemplo 6.4.1. En algunas realizaciones, un
anticuerpo neutralizante contra NOTUM tiene una ICsp en un ensayo de sefializaciéon Wnt de menos de 100 nM,
menos de 75 nM, menos de 50 nM, menos de 40 nM, menos de 30 nM, menos de 25 nM, menos de 20 nM, menos
de 15 nM o menos de 10 nM, como se describe en el Ejemplo 6.4.2. La ICso es para NOTUM humana.

En algunas realizaciones, los anticuerpos neutralizantes para su uso de acuerdo con la invencién son anticuerpos
monoclonales no humanos. En algunas de dichas realizaciones, Los anticuerpos neutralizantes son anticuerpos
monoclonales de roedor. En algunas de estas realizaciones, los anticuerpos neutralizantes para su uso de acuerdo
con la invencion son anticuerpos monoclonales de ratdn. En algunas realizaciones, los anticuerpos neutralizantes
para su uso de acuerdo con la invencién son anticuerpos monoclonales no quiméricos. En algunas realizaciones los
anticuerpos neutralizantes para su uso de acuerdo con la invencién son anticuerpos monoclonales humanizados. En
algunas realizaciones los anticuerpos neutralizantes para su uso de acuerdo con la invencion son anticuerpos
monoclonales humanos. En algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales quiméricos, humanizados y/o
humanos son Utiles como anticuerpos terapéuticos en seres humanos.

En algunas realizaciones, los anticuerpos neutralizantes son para su uso de acuerdo con los fragmentos de
anticuerpos de la invencion. Fragmentos de anticuerpos ejemplares incluyen, pero sin limitacion, Fab, Fab', F(ab'),,
Fv, scFv, Fd, diacuerpos y similares.

Los anticuerpos neutralizantes de NOTUM ejemplares no limitantes para su uso de acuerdo con la invencion
incluyen MAb 1.802, 1.815, 1.846, 2.1029 y 2.78. Cada uno de los MAb 1.802, 1.815,1.846, 2.1029 y 2.78 neutraliza
al menos una actividad de NOTUM. Ademas, al menos los MAb 1.802, 1.815, 1.846 y 2.78 son dependientes para
unirse a NOTUM en al menos una porcién de la region del NOTUM humana unida por los aminoacidos Q47 a M177.
En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencion compite
por la union a NOTUM con al menos un anticuerpo seleccionado de los MAb 1.802, 1.815, 1.846, 2.1029 y 2.78. En
algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencién se une a un
epitopo de NOTUM que se solapa al menos parcialmente con el epitopo unido por al menos un anticuerpo
seleccionado de MAb 1.802, 1.815, 1.846, 2.1029 y 2.78. Ademas, en algunas realizaciones, se pronostica que un
anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencidon que compite por la uniéon a NOTUM con al menos un anticuerpo
seleccionado de MAb 1.802, 1.815, 1.846, 2.1029 y 2.78 es un anticuerpo neutralizante de NOTUM. Las secuencias
de las CDR y las regiones variables de los MAb 1.731 (comparativo) 1.802, 1.815, 1.846, 2.1029, 2.55 (comparativo)
y 2.78 se muestran en la Seccién 7, a continuacion.

En algunas realizaciones, se proporcionan anticuerpos neutralizantes NOTUM para su uso de acuerdo con la
invencion que se unen al mismo epitopo al que se une MAb 1.802. En algunas realizaciones, se proporcionan
anticuerpos neutralizantes NOTUM para su uso de acuerdo con la invencién que se unen al mismo epitopo al que se
une MAb 1.815. En algunas realizaciones, se proporcionan anticuerpos neutralizantes NOTUM para su uso de
acuerdo con la invencidon que se unen al mismo epitopo al que se une MAb 1.846. En algunas realizaciones, se
proporcionan anticuerpos neutralizantes NOTUM para su uso de acuerdo con la invencién que se unen al mismo
epitopo al que se une MAb 2.1029. En algunas realizaciones, se proporcionan anticuerpos neutralizantes NOTUM
para su uso de acuerdo con la invencién que se unen al mismo epitopo al que se une MAb 2.78.

En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencion
comprende una region variable de cadena pesada seleccionada de las SEQ ID NO: 15, 23, 31 y 39. En algunas
realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencién comprende una
region variable de cadena ligera seleccionada a partir de las SEQ ID NO: 16, 24, 32 y 4C. En algunas realizaciones,
un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencién comprende una region variable de
cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 15, y una region variable de cadena ligera
que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 16 En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante
de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencién comprende una region variable de cadena pesada que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 23, y una region variable de cadena ligera que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 24. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de
acuerdo con la invencion comprende una region variable de cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 31, y una regioén variable de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 32. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencion
comprende una region variable de cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 39, y
una region variable de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 40.

En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencion
comprende una CDR1 de cadena pesada seleccionada de las SEQ ID NO: 17, 25, 33 y 41. En algunas
realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencién comprende una
CDR2 de cadena pesada seleccionada de las SEQ ID NO: 18, 26, 34, y 42. En algunas realizaciones, un anticuerpo
neutralizante de NOTUM comprende una CDR3 de cadena pesada seleccionada de las SEQ ID NO: 19, 27, 35y 43.
En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencion
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comprende una cadena pesada que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
17, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 18 y una CDR3 que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de
acuerdo con la invencion comprende una cadena pesada que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de
aminoacidos la SEQ ID NO: 25, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 26 y una CDR3
que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 27. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante
de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencién comprende una cadena pesada que comprende una CDR1 que
tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 33, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 34 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 35. En algunas realizaciones,
un neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencion comprende una cadena pesada que
comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 41, una CDR2 que tiene la
secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 42 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 43. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencion
comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 57, una CDR2 que tiene la
secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 58 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 59.

En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencion
comprende una CDR1 de cadena ligera seleccionada de las SEQ ID NO: 20, 28, 36, 44 y 60. En algunas
realizaciones, para su uso de acuerdo con la invencion, el anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de
acuerdo con la invencién comprende una CDR2 de cadena ligera seleccionada de las SEQ ID NO: 21,29,y 37,45y
61. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencion
comprende una CDR3 de cadena ligera seleccionada de las SEQ ID NO: 22, 30, 38, 46 y 62. En algunas
realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencién comprende una
CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 20, una CDR2 que tiene la secuencia de
aminodacidos de la SEQ ID NO: 21 y una CDRS3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 22. En
algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencion comprende
una cadena ligera que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos la SEQ ID NO: 28, una CDR2
que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 29 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 30. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la
invencion comprende una cadena ligera que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos la SEQ
ID NO: 36, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 37 y una CDR3 que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 38. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM
para su uso de acuerdo con la invencion comprende una cadena ligera que comprende una CDR1 que tiene la
secuencia de aminoacidos la SEQ ID NO: 44, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
45 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 46. En algunas realizaciones, un
neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencién comprende una cadena ligera que comprende una
CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos la SEQ ID NO: 60, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 61 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 62.

En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencion
comprende una cadena pesada que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
17, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 18 y una CDR3 que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 19; y una cadena ligera que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 20, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 21 y una CDR3
que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 22. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante
de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencién comprende una cadena pesada que comprende una CDR1 que
tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 25, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 26 y una CDRS3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 27; y una cadena ligera que
comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 28, una CDR2 que tiene la secuencia de
aminodacidos de la SEQ ID NO: 29 y una CDRS3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 30. En
algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencion comprende
una cadena pesada que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 33, una
CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 34 y una CDR3 que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 35; y una cadena ligera que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 36, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 37 y una CDR3
que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 38. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante
de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencién comprende una cadena pesada que comprende una CDR1 que
tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 41, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 42 y una CDRS3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 43; y una cadena ligera que
comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 44, una CDR2 que tiene la secuencia de
aminodacidos de la SEQ ID NO: 45 y una CDRS3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 46. En
algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencion comprende
una cadena pesada que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 57, una
CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 58 y una CDR3 que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 59; y una cadena ligera que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de
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aminoacidos SEQ ID NO: 60, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 61 y una CDR3
que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 62.

Los anticuerpos neutralizantes de NOTUM que se unen especificamente a NOTUM humana se proporcionan para su
uso de acuerdo con la invencion. En algunas realizaciones, se proporcionan anticuerpos neutralizantes de NOTUM
que se unen especificamente al mismo epitopo en NOTUM de diferentes especies (es decir, anticuerpos que
demuestran reactividad cruzada) para su uso de acuerdo con la invencién. En algunas realizaciones, se
proporcionan anticuerpos neutralizantes de NOTUM que se unen especificamente a NOTUM humana y también se
unen especificamente a al menos una especie de NOTUM seleccionada de ratén, rata, cobaya, macaco cangrejero,
titi y macaco rhesus para su uso de acuerdo con la invencién. En algunas realizaciones, se proporcionan anticuerpos
neutralizantes de NOTUM que se unen especificamente a NOTUM humana y a NOTUM de al menos una especie de
primate no humano para su uso de acuerdo con la invencion. En algunas realizaciones, se proporcionan anticuerpos
neutralizantes de NOTUM que se unen especificamente a NOTUM humana y a NOTUM de ratén para su uso de
acuerdo con la invencion.

Un aspecto adicional de la invencidon proporciona un anticuerpo monoclonal que se une a la notum
pectinacetilesterasa humana (NOTUM) y que neutraliza al menos una actividad de NOTUM, en donde el anticuerpo
comprende una region variable de cadena pesada y una regién variable de cadena ligera, en donde: a) la region
variable de la cadena pesada comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 41,
una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 42, y una CDR3 que tiene la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 43, y en donde la regién variable de la cadena ligera comprende una CDR1 que tiene
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 44, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 45 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 46; o b) la region variable de la
cadena pesada comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 57, una CDR2 que
tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 58, y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 59, y en donde la region variable de la cadena ligera comprende una CDR1 que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 60, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 61 y una
CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 62. En algunas realizaciones del anticuerpo de la
invencion de acuerdo con (a), la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 39 y la region variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
40; o la regién variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:67 y la
region variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:69; o la cadena
pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:68 y la cadena ligera comprende la secuencia de
aminodacidos de la SEQ ID NO:70. En algunas realizaciones del anticuerpo de la invencién de acuerdo con (b), la
region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 55 y la region
variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 56.

5.2.2.1. Anticuerpos monoclonales quimerizados y humanizados

En algunas realizaciones, los anticuerpos no humanos para su uso de acuerdo con la invencion estan quimerizados.
En algunas realizaciones, se quimerizan los anticuerpos monoclonales de ratdon que se unen especificamente a
NOTUM humana para su uso de acuerdo con la invencion. Se proporcionan ciertos métodos ejemplares para hacer
anticuerpos quiméricos, por ejemplo, en Morrison et al. (1984) Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 81:6851-6855; Neuberger
et al. (1984) Nature 312:604-608; Takeda et al. (1985) Nature 314:452-454; y en las Patentes de los Estados Unidos
n.°6.075.181 y 5.877.397.

En algunas realizaciones, se “humanizan” los anticuerpos no humanos para su uso de acuerdo con la invencion. En
algunas realizaciones, se humanizan los anticuerpos monoclonales de ratéon para su uso de acuerdo con la
invencion que se unen especificamente a NOTUM humana. En algunas realizaciones, se humanizan los anticuerpos
monoclonales de ratén para su uso de acuerdo con la invencion, que se generan contra NOTUM de raton, pero que
se unen especificamente (es decir, reaccionan de forma cruzada) con NOTUM humana. En algunas realizaciones,
los anticuerpos humanizados para su uso de acuerdo con la invencién conservan su especificidad de unién y tienen
una inmunogenicidad reducida (por ejemplo, una respuesta reducida al anticuerpo anti-ratén humano (HAMA))
cuando se administran a un ser humano. En algunas realizaciones, la humanizacién se logra mediante métodos que
incluyen injertos de CDR e ingenieria humana, como se describe con detalle en lo sucesivo.

En algunas realizaciones de anticuerpos humanizados para su uso de acuerdo con la invencion, una o mas regiones
determinantes de complementariedad (CDR) de las regiones variables de cadena ligera y pesada de un anticuerpo
con la especificidad de unidon deseada (el anticuerpo donante) se injertan en regiones marco humanas (FR) ) en un
anticuerpo "aceptor”. Injertos de CDR ejemplares se describen, por ejemplo, en las patentes de Estados Unidos N.°
6.180.370, 5.693.762, 5.693.761, 5.585.089, y 5.530.101; en Morrison et al. (1989) Proc. Nat'l Acad. Sci. USA
86:10029-10033. En algunas realizaciones, se injertan una o mas CDR de las regiones variables de cadena ligera y
pesada en las FR humanas consenso en un anticuerpo aceptor. Para crear FR humanas consenso, en algunas
realizaciones, se alinean las FR de varias secuencias de aminoacidos de cadena pesada o ligera de cadena
humanas para identificar una secuencia de aminoacidos consenso.
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En algunas realizaciones, se reemplazan ciertos aminoacidos de FR en el anticuerpo aceptor con aminoacidos de
FR del anticuerpo donante. En ciertas de estas realizaciones, los aminoacidos de FR del anticuerpo donante son
aminoacidos que contribuyen a la afinidad del anticuerpo donante por el antigeno diana. Véanse, por ejemplo, en las
patentes de Estados Unidos N.° 6.180.370, 5.693.762, 5.693.761, 5.585.089, y 5.530.101; Queen et al. (1989) Proc.
Nat'l Acad. Sci. USA 86:10029-10033. En algunas realizaciones, los programas informaticos se utilizan para modelar
anticuerpos de donante y/o aceptor para identificar restos que puedan participar en la unién del antigeno y/o
contribuir a la estructura del sitio de unién a antigeno, ayudando, de este modo, en la seleccién de restos, como los
restos de FR, para sustituirse en el anticuerpo donante.

En algunas realizaciones, Las CDR de un anticuerpo donante se injertan en un anticuerpo aceptor que comprende
una region constante humana. En algunas de dichas realizaciones, las FR también se injertan en el aceptor. En
algunas realizaciones, las CDR de un anticuerpo donante derivan de un anticuerpo Fv de cadena sencilla. En
algunas realizaciones, las FR de un anticuerpo donante derivan de un anticuerpo Fv de cadena sencilla. En algunas
realizaciones, las CDR injertadas en un anticuerpo humanizado se modifican adicionalmente (por ejemplo, mediante
sustituciones, deleciones o inserciones de aminoacidos) para aumentar la afinidad del anticuerpo humanizado por el
antigeno diana. En algunas realizaciones, las FR injertadas en un anticuerpo humanizado se maodifican
adicionalmente (por ejemplo, mediante sustituciones, deleciones o inserciones de aminoacidos) para aumentar la
afinidad del anticuerpo humanizado por el antigeno diana.

En algunas realizaciones, los anticuerpos no humanos para su uso de acuerdo con la invenciéon pueden
humanizarse usando un método de "ingenieria humana". Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU n.° 5.766.886
y 5.869.619. En algunas realizaciones de ingenieria humana, la informacion sobre la estructura de los dominios
variables de anticuerpos (p. €j., informacion obtenida de estructuras cristalinas y/o modelos moleculares) se usa para
evaluar la probabilidad de que un resto de aminoacido dado en una region variable esté (a) involucrado en la union
al antigeno, (b) expuesto en la superficie del anticuerpo (es decir, accesible al disolvente), o (c) internado dentro de
la region variable del anticuerpo (es decir, involucrado en el mantenimiento de la estructura de la regién variable).
Asimismo, en algunas realizaciones, las secuencias consenso de la region variable humana se generan para
identificar restos que se conservan entre las regiones variables humanas. En algunas realizaciones, esa informacion
proporciona orientacion sobre si se debe sustituir un resto de aminoacido en la region variable de un anticuerpo no
humano.

En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM humanizado para su uso de acuerdo con la
invencion comprende una cadena pesada que comprende al menos, una de CDR1, CDR2 y CDR3 de un anticuerpo
seleccionado de Mab 1.802, 1.815, 1.846, 2.1029 y 2.78. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de
NOTUM para su uso de acuerdo con la invencién comprende una cadena pesada que comprende una CDR1, CDR2
y CDR3 de un anticuerpo seleccionado de Mab 1.802, 1.815, 1.846, 2.1029 y 2.78. En algunas realizaciones, un
anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencién comprende una cadena ligera que
comprende al menos, una de CDR1, CDR2 y CDR3 de un anticuerpo seleccionado de Mab 1.802, 1.815, 1.846,
2.1029 y 2.78. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la
invencion comprende una cadena ligera que comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de un anticuerpo seleccionado
de Mab 1.802, 1.815, 1.846, 2.1029 y 2.78. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para
su uso de acuerdo con la invencion comprende CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada, y CDR1, CDR2 y CDR3
de cadena ligera de un anticuerpo seleccionado de MAb 1.802, 1.815, 1.846, 2.1029 y 2.78.

En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencion
comprende una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de las SEQ ID NO: 63,
67, 71, 75, 79 y En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la
invencion comprende una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de las SEQ
ID NO: 64, 68, 72, 76 y 80. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de
acuerdo con la invencion comprende una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
de las SEQ ID NO: 65, 69, 73, 77 y 81. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su
uso de acuerdo con la invencién comprende una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada de las SEQ ID NO: 66, 70, 74, 78 y 82. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de
NOTUM para su uso de acuerdo con la invenciéon comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de
aminodacidos de la SEQ ID NO: 67 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 69. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencion
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 71 y una cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 73. En algunas realizaciones, un anticuerpo
neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencién comprende una cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 75 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 77. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con
la invencion comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 79 y
una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 81. En algunas realizaciones, un
anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencién comprende una cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 68 y una cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 70. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de
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acuerdo con la invencién comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 72 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 74. En algunas
realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencién comprende una
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 76 y una cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 78. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante
de NOTUM para su uso de acuerdo con la invencidon comprende una cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 80 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 82.

5.2.2.2. Isotipos de anticuerpos

En algunas realizaciones, un anticuerpo contra NOTUM es de cualquier isotipo seleccionado de IgM, IgD, 1+gG, IgA
e IgE. En algunas realizaciones, un anticuerpo contra NOTUM es del isotipo IgG. En ciertas de estas realizaciones,
un anticuerpo es de la subclase 1gG1, IgG2, IgG3 o IgG4. En algunas realizaciones, un anticuerpo contra NOTUM es
del isotipo IgM. En ciertas de estas realizaciones, un anticuerpo es de la subclase IgM1 o IgM2. En algunas
realizaciones, un anticuerpo contra NOTUM es del isotipo IgA. En ciertas de estas realizaciones, un anticuerpo es de
la subclase IgA1 o IgA2. Un anticuerpo contra NOTUM puede comprender una region constante de cadena ligera
lambda o kappa, por ejemplo, de origen humano o de ratén. En algunas realizaciones, un anticuerpo contra NOTUM
comprende una region constante de cadena ligera kappa humana y una region constante de la cadena pesada de
IgG1, 1IgG2 o IgG4 humana. En algunas realizaciones, un anticuerpo contra NOTUM comprende una cadena ligera
kappa de raton y una cadena pesada IgG1 o IgG2 de raton.

5.2.2.3. Anticuerpos modificados

En algunas realizaciones, un anticuerpo se modifica para alterar una o mas de sus propiedades. En algunas
realizaciones, un anticuerpo modificado puede tener ventajas sobre un anticuerpo no modificado, como el aumento
de la estabilidad, el aumento del tiempo en circulacion o la disminucion de la inmunogenicidad (véase, por ejemplo,
la patente de Estados Unidos n.° 4.179.337). En algunas realizaciones, un anticuerpo se modifica enlazandolo a un
resto no proteico. En algunas realizaciones, un anticuerpo se modifica alterando el estado de glicosilacion del
anticuerpo, por ejemplo, alterando el numero, tipo, enlace y/o posicion de las cadenas de carbohidratos en el
anticuerpo. En algunas realizaciones, se altera un anticuerpo para que no esté glicosilado.

En algunas realizaciones, uno o mas restos quimicos estan unidos a la cadena principal de aminoacidos y/o restos
de carbohidratos del anticuerpo. Ciertos métodos ejemplares para unir un resto quimico a un anticuerpo son
conocidos por los expertos en la materia. Dichos métodos incluyen, pero sin limitacion, reacciones de acilacion o
reacciones de alquilacion. Véanse, p.ej., EP 0 401 384; Malik et al. (1992), Exp. Hematol., 20:1028-1035; Francis
(1992) Focus on Growth Factors 3(2):4-10, publicado por Mediscript, Mountain Court, Friern Barnet Lane, Londres
N20 OLD, R. U.; EP 0 154 316; EP 0 401 384; documento WO 92/16221; documento WO 95/34326; documento WO
95/13312; documento WO 96/11953; documento WO 96/19459 y documento WO 96/19459. En algunas
realizaciones, cualquiera de estas reacciones se usa para generar un anticuerpo que se modifica quimicamente en
su extremo amino.

En algunas realizaciones, un anticuerpo esta unido a un marcador detectable, como un marcador enzimatico,
fluorescente, isotdpico o de afinidad. En ciertas de estas realizaciones, un marcador detectable permite la deteccién
o el aislamiento del anticuerpo. En algunas realizaciones, un marcador detectable permite la deteccién de un
antigeno unido por el anticuerpo.

En algunas realizaciones, un anticuerpo se modifica enlazandolo a uno o mas polimeros. En algunas realizaciones,
un anticuerpo esta unido a uno o mas polimeros solubles en agua. En ciertas de estas realizaciones, la unién a un
polimero soluble en agua reduce la probabilidad de que el anticuerpo precipite en un ambiente acuoso, como un
ambiente fisioldgico. En algunas realizaciones, un anticuerpo esta unido a un polimero soluble en agua. En algunas
realizaciones, un experto en la materia puede seleccionar un polimero soluble en agua adecuado basandose en
consideraciones que incluyen si el conjugado polimero/anticuerpo se usara en el tratamiento de un paciente v, si es
asi, el perfil farmacologico del anticuerpo (por ejemplo, semivida, dosificacion, actividad, antigenicidad y/u otros
factores).

Ciertos polimeros solubles en agua clinicamente aceptables ejemplares incluyen, pero sin limitacion, polietilenglicol
(PEG); propionaldehido de polietilenglicol; copolimeros de etilenglicol/propilenglicol; monometoxi-polietilenglicol;
carboximetilcelulosa; dextrano; alcohol de polivinilo (PVA); polivinilpirrolidona, poli-1, 3-dioxolano; poli-1,3,6-trioxano;
copolimero de etileno/anhidrido maleico; poli-B-aminoacidos (homopolimeros o copolimeros aleatorios); poli (n-vinil
pirrolidona) polietilenglicol; homopolimeros de polipropilenglicol (PPG) y otros 6xidos de polialquileno; copolimeros
de oxido de polipropileno/éxido de etileno; polioles polioxietilados (POG) (por ejemplo, glicerol) y otros polioles
polioxietilados; sorbitol polioxietilado, glucosa polioxietilada, acidos coldnicos u otros polimeros de carbohidratos; y
Ficoll, dextrano o mezclas de los mismos. Ciertos PEG ejemplares incluyen, pero sin limitacién, ciertas formas
conocidas en la técnica por ser utiles en la modificacion de anticuerpos, tales como mono- (C4-C1g) alcoxi o ariloxi-
PEG. En algunas realizaciones, El propionaldehido de PEG puede tener ventajas en la fabricacion debido a su
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estabilidad en agua.

En algunas realizaciones, un polimero soluble en agua es de cualquier peso molecular. En algunas realizaciones, un
polimero soluble en agua es ramificado o no ramificado. En algunas realizaciones, un polimero soluble en agua tiene
un peso molecular promedio de aproximadamente 2 kDa a aproximadamente 100 kDa, incluyendo todos los puntos
entre los puntos finales del intervalo. En algunas realizaciones, un polimero soluble en agua tiene un peso molecular
promedio de aproximadamente 5 kDa a aproximadamente 40 kDa. En algunas realizaciones, un polimero soluble en
agua tiene un peso molecular promedio de aproximadamente 10 kDa a aproximadamente 35 kDa. En algunas
realizaciones, un polimero soluble en agua tiene un peso molecular promedio de aproximadamente 15 kDa a
aproximadamente 30 kDa.

En algunas realizaciones, un anticuerpo esta unido polietilenglicol (PEG; es decir, un anticuerpo esta "pegilado"). En
diversas realizaciones, PEG tiene baja toxicidad en mamiferos. Véase Carpenter et al. (1971) Toxicol. Appl.
Pharmacol.. 18:35-40. De forma destacable, un aducto PEG de adenosina desaminasa fue aprobado en los Estados
Unidos para su uso en seres humanos para el tratamiento del sindrome de inmunodeficiencia combinada grave. En
diversas realizaciones, PEG puede reducir la inmunogenicidad de los anticuerpos. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, el enlace de PEG a un anticuerpo que tiene secuencias no humanas puede reducir la antigenicidad de
ese anticuerpo cuando se administra a un ser humano.

En algunas realizaciones, un polimero esta unido a uno o mas restos de aminoacidos reactivos en un anticuerpo.
Ciertos restos de aminoacidos reactivos ejemplares incluyen, pero sin limitacion, el grupo alfa-amino del aminoacido
amino-terminal, los grupos épsilon amino de las cadenas laterales de lisina, los grupos sulfhidrilo de las cadenas
laterales de cisteina, los grupos carboxilo de las cadenas laterales de aspartilo y glutamilo, el grupo alfa-carboxilo del
aminoacido carboxi-terminal, cadenas laterales de tirosina y cadenas de glicosilo activadas unidas a ciertos restos
de asparagina, serina o treonina. Ciertos formas activadas de PEG ("reactivos de PEG") ejemplares adecuadas para
la reaccion directa con proteinas son conocidas por los expertos en la materia. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, los reactivos de PEG adecuados para la uniéon a grupos amino incluyen, pero sin limitacion, ésteres
activos de derivados de acido carboxilico o carbonato de PEG, por ejemplo, aquellos en los que los grupos salientes
son N-hidroxisuccinimida, p-nitrofenol, imidazol o 1-hidroxi-2-nitrobenceno-4-sulfonato; En algunas realizaciones, los
reactivos de PEG que contienen grupos maleimido o haloacetilo se utilizan para modificar los grupos sulfhidrilo. En
algunas realizaciones, los reactivos de PEG que contienen grupos amino, hidrazina y/o hidrazida se pueden usar en
reacciones con aldehidos generados por la oxidacion con periodato de grupos de carbohidratos en proteinas.

En algunas realizaciones, un polimero soluble en agua tiene al menos un grupo reactivo. En algunas realizaciones,
un derivado activado de un polimero soluble en agua, tal como PEG, se crea haciendo reaccionar el polimero
soluble en agua con un grupo activador. En algunas realizaciones, un grupo activador puede ser monofuncional,
bifuncional o multifuncional. Ciertos grupos de activacion ejemplares que pueden usarse para unir un polimero
soluble en agua a dos o mas anticuerpos incluyen, pero sin limitacion, los siguientes grupos: sulfona (por ejemplo,
clorosulfona, vinilsulfona y divinilsulfona), maleimida, sulfhidrilo, tiol, triflato, tresilato, azidirina, oxirano y 5-piridilo. En
algunas realizaciones, un derivado de PEG es generalmente estable contra la hidrdlisis durante periodos
prolongados en ambientes acuosos a pH de aproximadamente 11 o menos. En algunas realizaciones, un derivado
de PEG unido a otra molécula, tal como un anticuerpo, confiere estabilidad de la hidrélisis a esa molécula. Ciertos
derivados de PEG homobifuncionales ejemplares incluyen, pero sin limitacién, PEG-bis-clorosulfona y PEG-bis-
vinilsulfona (véase el documento WO 95/13312).

5.2.3. Ciertos métodos de producir anticuerpos monoclonales
5.2.3.1. Ciertos métodos de hibridoma

En algunas realizaciones, se producen anticuerpos monoclonales por técnicas convencionales. En algunas
realizaciones, se producen anticuerpos monoclonales por métodos basados en hibridomas. Ciertos métodos de este
tipo son conocidos por los expertos en la materia. Véanse, por ejemplo, Kohler et al. (1975) Nature 256:495-497;
Harlow y Lane (1988) Antibodies: A Laboratory Manual Capitulo. 6 (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, NY). En ciertas de estas realizaciones, un animal no humano adecuado, tal como un ratén, rata, hamster,
mono u otro mamifero, se inmuniza con un inmundgeno para producir células secretoras de anticuerpos. En algunas
realizaciones, las células secretoras de anticuerpos son células B, como linfocitos o esplenocitos. En algunas
realizaciones, los linfocitos (por ejemplo, los linfocitos humanos) se inmunizan in vitro para generar células
secretoras de anticuerpos. Véanse, por ejemplo, Borreback et al. (1988) Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 85:3995-3999.

En algunas realizaciones, las células secretoras de anticuerpos se fusionan con una linea celular "inmortalizada", tal
como una linea celular de tipo mieloide, para producir células de hibridoma. En algunas realizaciones, las células de
hibridoma que producen los anticuerpos deseados se identifican, por ejemplo, mediante ELISA. En algunas
realizaciones, tales células pueden ser subclonadas y cultivadas, a continuacién, usando métodos convencionales.
En algunas realizaciones, dichas células también pueden crecer in vivo como tumores asciticos en un hospedador
animal adecuado. En algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales se aislan de medio de cultivo de
hibridoma, suero o liquido ascitico utilizando procedimientos de separacion convencionales, tal como cromatografia
de afinidad. Se proporciona una guia para la produccion de hibridomas y la purificacién de anticuerpos monoclonales
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de acuerdo con ciertas realizaciones, por ejemplo, en Harlow and Lane (1988) Antibodies: A Laboratory Manual
Capitulo. 8 (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY).

En algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales de raton se producen inmunizando ratones genéticamente
alterados con un inmundgeno. En ciertas de estas realizaciones, los ratones son ratones deficientes en NOTUM, que
carecen parcial o totalmente de la funcion de NOTUM. En ciertas de estas realizaciones, los ratones son ratones
"knockout" que carecen de la totalidad o de parte de un gen que codifica NOTUM En algunas realizaciones, tales
ratones knockout se inmunizan con NOTUM humana.

En algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales humanos se producen en animales transgénicos (por
ejemplo, ratones) que son capaces de producir anticuerpos humanos. Véanse, por ejemplo, las patentes de los
Estados Unidos n.° 6.075.181 A y 6.114.598 A; y el documento WO 98/24893 A2. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, se introducen genes de inmunoglobulinas humanas (por ejemplo, utilizando cromosomas artificiales de
levadura, fragmentos de cromosomas humanos o integracién de linea germinal) en ratones en los que se han
inactivado los genes de Ig enddgenos. Véanse, por ejemplo, Jakobovits et al. (1993) Nature 362:255-258; Tomizuka
et al. (2000) Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 97:722-727; y Mendez et al. (1997) Nat. Genet. 15:146-156 (que describen la
linea XenoMouse II® de ratones transgénicos).

En algunas realizaciones, tales ratones transgénicos se inmunizan con un inmunoégeno. En ciertas de estas
realizaciones, se obtienen células linfaticas (como las células B) de ratones que expresan anticuerpos. En ciertas de
estas realizaciones, tales células recuperadas se fusionan con una linea celular "inmortalizada", tal como una linea
celular de tipo mieloide, para producir células de hibridoma. En ciertas de estas realizaciones, las células de
hibridoma se analizan y seleccionan para identificar aquellas que producen anticuerpos especificos para el antigeno
de interés. Se describen ciertos métodos ejemplares y ratones transgénicos adecuados para la produccion de
anticuerpos monoclonales humanos, por ejemplo, en Jakobovits et al. (1993) Nature 362:255-258;Jakobovits (1995)
Curr. Opin. Biotechnol. 6:561-566; Lonberg et al. (1995) Int'l Rev. Immunol. 13:65- 93; Fishwild et al. (1996) Nat.
Biotechnol. 14:845-851; Mendez et al. (1997) Nat. Genet. 15:146-156; Green (1999) J. Immunol. Methods 231:11-23;
Tomizuka et al. (2000) Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 97:722-727; y revisado en Little et al. (2000) Immunol. Today
21:364-370; y el documento WO 98/24893. En algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales humanos contra
NOTUM son adecuados para su uso como anticuerpos terapéuticos. Véase Part V.G., a continuacion.

5.2.3.2. Ciertos métodos basados en presentacion

En algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales humanos se producen utilizando un método basado en la
presentacion, tal como, por ejemplo, cualquiera de los descritos a continuacion.

En algunas realizaciones, se produce un anticuerpo monoclonal usando técnicas de presentacion en fagos. Los
expertos en la materia conocen diversos métodos de presentacion en fagos de anticuerpos y se describen, por
ejemplo, en Hoogenboom, Overview of Antibody Phage-Display Technology and Its Applications, de Methods in
Molecular Biology: Antibody Phage Display: Methods and Protocols (2002) 178:1-37 (O'Brien y Aitken, eds., Human
Press, Totowa, NJ). Por ejemplo, en algunas realizaciones, una biblioteca de anticuerpos se presenta en la
superficie de un fago filamentoso, tal como el fago filamentoso no litico fd o M13. En algunas realizaciones, los
anticuerpos son fragmentos de anticuerpos, tales como scFv, Fab, Fv con un enlace disulfuro intermolecular
disefiado para estabilizar el par Vu-V, y diacuerpos. En algunas realizaciones, pueden seleccionarse, por lo tanto,
anticuerpos con la especificidad de unidon deseada. Realizaciones ejemplares no limitantes de métodos de
presentacion en fagos de anticuerpos se describen con mas detalle a continuacion.

En algunas realizaciones, puede prepararse una biblioteca de presentacion en fagos de anticuerpos usando ciertos
métodos conocidos por los expertos en la materia. Véanse, por ejemplo, Hoogenboom, Overview of Antibody Phage-
Display Technology and Its Applications, de Methods in Molecular Biology: Antibody Phage Display: Methods and
Protocols (2002) 178:1-37 (O'Brien and Aitken, eds., Human Press, Totowa, NJ). En algunas realizaciones, los
repertorios de genes variables se preparan mediante amplificacion por PCR de ADN genémico o ADNc derivado del
ARNmM de células secretoras de anticuerpos. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el ADNc se prepara a partir de
ARNm de células B. En algunas realizaciones, el ADNc que codifica las regiones variables de cadenas pesadas y
ligeras se amplifica, por ejemplo, mediante PCR.

En algunas realizaciones, el ADNc de cadena pesada y el ADNc de cadena ligera se clonan en un vector adecuado.
En algunas realizaciones, el ADNc de cadena pesada y el ADNc de cadena ligera se combinan aleatoriamente
durante el proceso de clonacién, dando como resultado, de este modo, la formacién de una biblioteca de ADNc que
codifica diversos scFv o Fab. En algunas realizaciones, el ADNc de cadena pesada y el ADNc de cadena ligera se
unen antes de clonarse en un vector adecuado. En algunas realizaciones, el ADNc de cadena pesada y el ADNc de
cadena ligera se unen mediante clonacién por etapas en un vector adecuado.

En algunas realizaciones, el ADNc se clona en un vector de presentacion en fagos, tal como un vector fagémido.

Ciertos vectores fagémidos ejemplares, tales como pCES1, son bien conocidos por los expertos en la materia. En
algunas realizaciones, el ADNc que codifica tanto cadenas pesadas como ligeras esta presente en el mismo vector.
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Por ejemplo, en algunas realizaciones, el ADNc que codifica scFv se clona en marco con la totalidad o una porcion
del gen lll, que codifica la proteina de la cubierta de fago menor plll. En ciertas de estas realizaciones, el fagémido
dirige la expresion de la fusion de scFv-plil en la superficie del fago. Como alternativa, en algunas realizaciones, El
ADNCc que codifica la cadena pesada (o cadena ligera) se clona en marco con la totalidad o una porcién del gen lll, y
el ADNc que codifica la cadena ligera (o cadena pesada) se clona cadena abajo de una secuencia sefial en el mismo
vector. La secuencia de sefial dirige la expresién de la cadena ligera (o cadena pesada) en el periplasma de la célula
hospedadora, donde las cadenas pesada y ligera se ensamblan en fragmentos Fab. Como alternativa, en algunas
realizaciones, el ADNc que codifica la cadena pesada y el ADNc que codifica la cadena ligera estan presentes en
vectores separados. En ciertas de estas realizaciones, el ADNc de cadena pesada y cadena ligera se clona por
separado, uno en un fagémido y el otro en un vector de fago, que contienen, ambos, sefiales para la recombinacion
in vivo en la célula hospedadora.

En algunas realizaciones, los vectores fagémidos o de fagos recombinantes se introducen en un hospedador
bacteriano adecuado, tal como E. coli. En algunas realizaciones que usan fagémidos, el hospedador se infecta con
fagos auxiliares para suministrar proteinas estructurales de fagos, permitiendo, de este modo,la expresion de
particulas de fago que portan la proteina de fusién anticuerpo-pildora en la superficie del fago.

En algunas realizaciones, las bibliotecas de anticuerpos "sintéticos" se construyen utilizando repertorios de genes
variables que se reorganizan in vitro. Por ejemplo, en algunas realizaciones, los segmentos de genes individuales
que codifican cadenas pesadas o ligeras (V-D-J o V-J, respectivamente) se combinan aleatoriamente utilizando
PCR. En algunas realizaciones, se puede introducir diversidad de secuencia adicional en las CDR, y posiblemente
en las FR, por ejemplo, mediante PCR propensa a errores. En algunas de dichas realizaciones, se introduce una
diversidad de secuencia adicional en CDR3, por ejemplo, H3 de la cadena pesada.

En algunas realizaciones, las bibliotecas de presentacion en fagos "nativas" o "universales" se construyen como se
describe anteriormente utilizando acido nucleico de un animal no inmunizado. En algunas realizaciones, el animal no
inmunizado es un ser humano. En algunas realizaciones, las bibliotecas de presentacion en fagos "inmunizadas" se
construyen como se describe anteriormente usando acido nucleico de un animal inmunizado. En algunas
realizaciones, el animal inmunizado es un ser humano, rata, ratén, hamster o mono. En ciertas de estas
realizaciones, los animales no humanos se inmunizan con cualquiera de los inmundégenos descritos a continuacion.

Ciertas bibliotecas de presentacion en fagos de anticuerpos humanos universales ejemplares estan disponibles de
fuentes comerciales. Ciertas bibliotecas ejemplares incluyen, pero sin limitacion, la serie de bibliotecas HUCAL de
MorphoSys AG (Martinstreid/Munich, Alemania); bibliotecas de Crucell (Leiden, Paises Bajos) que utilizan la
tecnologia MAbstract®; la biblioteca de Fab de n-CoDeR ™ de Biolnvent (Lund, Suecia); y bibliotecas disponibles de
Cambridge Antibody Technology (Cambridge, Reino Unido).

En algunas realizaciones, la selecciéon de anticuerpos que tienen la especificidad de unién deseada a partir de una
biblioteca de presentacion en fagos se consigue mediante etapas de seleccion sucesivas. En algunas realizaciones
de seleccion, las preparaciones de fagos de biblioteca se exponen al antigeno. En ciertas de estas realizaciones, los
complejos de fago-antigeno se lavan, y los fagos no unidos se descartan. En ciertas de estas realizaciones, los
fagos unidos se recuperan y amplifican posteriormente infectando E. coli. En ciertas de estas realizaciones, el fago
productor de anticuerpos monoclonales puede clonarse recogiendo placas individuales. En algunas realizaciones, se
repite el proceso anterior.

En algunas realizaciones, el antigeno utilizado en la seleccion es cualquiera de los inmundgenos descritos a
continuacion. En algunas realizaciones, el antigeno se inmoviliza sobre un soporte sélido para permitir la purificacion
del fago de unién al antigeno mediante cromatografia de afinidad. En algunas realizaciones, el antigeno esta
biotinilado, lo que permite la separacion de fagos unidos a partir de fagos no unidos utilizando perlas magnéticas
recubiertas con estreptavidina. En algunas realizaciones, el antigeno puede inmovilizarse en las células (para la
seleccion directa), en criosecciones de tejidos, o en membranas (por ejemplo, membranas de nailon o nitrocelulosa).
Un experto en la materia puede determinar rutinariamente otras variaciones de ciertos procedimientos de seleccion.

En algunas realizaciones, se usa un sistema de presentacion en levaduras para producir anticuerpos monoclonales.
En ciertos sistemas de este tipo, un anticuerpo se expresa como una proteina de fusién con la totalidad o una
porcion de la proteina AGA2 de levadura, que se presenta en la superficie de la pared celular de la levadura. En
ciertas de estas realizaciones, las células de levadura que expresan anticuerpos con la especificidad de union
deseada pueden identificarse exponiendo las células a un antigeno marcado de forma fluorescente. En ciertas de
estas realizaciones, las células de levadura que se unen al antigeno se pueden aislar mediante citometria de flujo.
Véase, por ejemplo, Boder et al. (1997) Nat. Biotechnol. 15:553-557.

5.2.3.3. Ciertos métodos de maduracion de la afinidad
En algunas realizaciones, la afinidad de un anticuerpo por un antigeno particular aumenta al someter el anticuerpo a

una maduracion de la afinidad (o "evolucion dirigida") in vitro. In vivo, los anticuerpos nativos experimentan una
maduracion de la afinidad a través de hipermutacion somatica seguida de seleccion. Algunos métodos in vitro imitan
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ese proceso in vivo, lo que permite la produccién de anticuerpos con afinidades iguales o superiores a la de los
anticuerpos nativos.

En algunas realizaciones de maduracion de la afinidad, se introducen mutaciones en una secuencia de acido
nucleico que codifica la region variable de un anticuerpo que tiene la especificidad de unidon deseada. Véanse, por
efemplo, Hudson et al. (2003) Nat. Med. 9:129-134; Brekke et al. (2002) Nat. Reviews 2:52-62. En algunas
realizaciones, las mutaciones se introducen en la region variable de la cadena pesada, de la cadena ligera, o de
ambas. En algunas realizaciones, las mutaciones se introducen en una o mas CDR. En ciertas de estas
realizaciones, las mutaciones se introducen en H3, L3, o en ambas. En algunas realizaciones, las mutaciones se
introducen en una o mas FR. En algunas realizaciones, se crea una biblioteca de mutaciones, por ejemplo, en una
biblioteca de presentacion en fagos, ribosomas o levaduras, de modo que los anticuerpos con afinidad aumentada
pueden identificarse mediante métodos de deteccion convencionales. Véanse, por ejemplo, Boder et al. (2000) Proc.
Nat'l Acad. Sci. USA 97:10701-10705; Foote et al. (2000) Proc. Nat'l| Acad. Sci. USA 97:10679-10681; Hoogenboom,
Overview of Antibody Phage-Display Technology and Its Applications, de Methods in Molecular Biology: Antibody
Phage Display: Methods and Protocols (2002) 178:1-37 (O'Brien y Aitken, eds., Human Press, Totowa, NJ); y Hanes
et al. (1998) Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 95:14130-14135.

En algunas realizaciones, las mutaciones se introducen por mutagénesis especifica de sitio basandose en la
informacion sobre la estructura del anticuerpo, por ejemplo, el sitio de unién a antigeno. En algunas realizaciones,
las mutaciones se introducen utilizando mutagénesis combinatoria de CDR. En algunas realizaciones, la totalidad o
una porcién de la secuencia codificante de la region variable se mutageniza aleatoriamente, por ejemplo, usando
células mutadoras de E. coli, reorganizacion de genes homologos, o PCR propensa a errores. En algunas
realizaciones, las mutaciones se introducen utilizando "reordenamiento de ADN". Véanse, por ejemplo, Crameri et al.
(1996) Nat. Med. 2:100-102; Fermer et al. (2004) Tumor Biol. 25:7-13.

En algunas realizaciones, el "reordenamiento de cadenas" se utiliza para generar anticuerpos con afinidad
aumentada. En algunas realizaciones del reordenamiento de cadenas, una de las cadenas, por ejemplo, la cadena
ligera, se reemplaza con un repertorio de cadenas ligeras, mientras que la otra cadena, por ejemplo, la cadena
pesada, no se modifica, proporcionando, de este modo, especificidad. En ciertas de estas realizaciones, se crea una
biblioteca de anticuerpos de cadenas reordenadas, en donde la cadena pesada sin cambios se expresa en
combinacién con cada cadena ligera del repertorio de cadenas ligeras. En algunas realizaciones, tales bibliotecas
pueden examinarse para detectar anticuerpos con afinidad incrementada. En algunas realizaciones, tanto las
cadenas pesadas como las ligeras se reemplazan secuencialmente. En algunas realizaciones, solo se reemplazan
las regiones variables de las cadenas pesadas y/o ligeras. En algunas realizaciones, solo se reemplaza una parte de
las regiones variables, por ejemplo, las CDR, de las cadenas pesadas y/o ligeras. Véanse, por ejemplo, Hudson et
al. (2003) Nat. Med. 9:129- 134; Brekke et al. (2002) Nat. Reviews 2:52-62; Kang et al. (1991) Proc. Nat'l Acad. Sci.
USA 88:11120-11123; Marks et al. (1992) Biotechnol. 10:779-83.

En algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales de ratdon que se unen especificamente a NOTUM humana
(incluidos los anticuerpos monoclonales de ratén producidos contra el NOTUM de ratén, pero que se unen
especificamente (es decir, reaccionan de forma cruzada) con el NOTUM humana) estan sujetos a reordenamiento
secuencial de cadenas. En algunas realizaciones, por ejemplo, la cadena pesada de un anticuerpo monoclonal de
ratéon dado se combina con un nuevo repertorio de cadenas ligeras humanas, y se seleccionan los anticuerpos con la
afinidad deseada. En ciertas de estas realizaciones, las cadenas ligeras de los anticuerpos seleccionados se
combinan, a continuacion, con un nuevo repertorio de cadenas pesadas humanas, y se seleccionan los anticuerpos
con la afinidad deseada. Por lo tanto, en algunas realizaciones, se seleccionan anticuerpos humanos que tienen la
especificidad y afinidad de unién a antigeno deseadas.

Como alternativa, en algunas realizaciones, la cadena pesada de un anticuerpo monoclonal de ratén dado se
combina con un nuevo repertorio de cadenas ligeras humanas, y se seleccionan los anticuerpos con la afinidad
deseada de esta primera ronda de reordenamiento. En algunas realizaciones, la cadena ligera de un anticuerpo
monoclonal de ratén original se combina con un nuevo repertorio de cadenas pesadas humanas, y se seleccionan
los anticuerpos con la afinidad deseada de esta segunda ronda de reordenamiento. En algunas realizaciones, las
cadenas ligeras humanas de los anticuerpos seleccionados en la primera ronda de reordenamiento se combinan, a
continuacién, con cadenas pesadas humanas de los anticuerpos seleccionados en la segunda ronda de
reordenamiento. Por lo tanto, en algunas realizaciones, se seleccionan anticuerpos humanos que tienen la
especificidad y afinidad de unién a antigeno deseadas.

En algunas realizaciones, se utiliza un método de "presentacién en ribosomas" que alterna la seleccion de
anticuerpos con la maduracion de la afinidad. En algunas realizaciones de un método de presentacion en ribosomas,
el acido nucleico que codifica el anticuerpo se amplifica mediante RT-PCR entre las etapas de selecciéon. Por lo
tanto, en algunas realizaciones, se pueden usar polimerasas propensas a errores para introducir mutaciones en el
acido nucleico. Un ejemplo no limitante de tal método se describe en detalle en Hanes et al. (1998) Proc. Nat'l Acad.
Sci. USA 95:14130-14135.
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5.2.3.4. Ciertos métodos recombinantes

En algunas realizaciones, se produce un anticuerpo monoclonal usando técnicas recombinantes. Véase, por
efemplo, la patente de Estados Unidos n.° 4.816.567. En ciertas de estas realizaciones, los acidos nucleicos que
codifican cadenas de anticuerpos monoclonales se clonan y expresan en una célula hospedadora adecuada. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, el ARN puede prepararse a partir de células que expresan el anticuerpo deseado,
tales como células B maduras o células de hibridoma, usando métodos convencionales. En algunas realizaciones, el
ARN se puede usar para producir ADNc utilizando métodos convencionales. En algunas realizaciones, el ADNc que
codifica un polipéptido de cadena pesada o ligera se amplifica, por ejemplo, mediante PCR, utilizando cebadores de
oligonucledtidos especificos. En algunas realizaciones, el ADNc se clona en un vector de expresion adecuado. En
algunas realizaciones, el vector de expresion se transforma o transfecta, a continuacién, en una célula hospedadora
adecuada, tal como una célula hospedadora que no produce anticuerpo de manera enddgena. Ciertas células
hospedadoras ejemplares incluyen, pero sin limitacion, E. coli, células COS, células de ovario de hamster chino
(CHO) y células de mieloma. En algunas realizaciones, en donde las cadenas pesadas y ligeras se coexpresan en el
mismo hospedador, se puede aislar el anticuerpo reconstituido.

En algunas realizaciones, se puede modificar el ADNc que codifica una cadena pesada o ligera. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, la regién constante de una cadena pesada o ligera de ratdn puede reemplazarse con la region
constante de una cadena pesada o ligera humana. De esta manera, en algunas realizaciones, se puede producir un
anticuerpo quimérico que posee regiones constantes de anticuerpo humano pero conserva la especificidad de union
de un anticuerpo de raton.

En algunas realizaciones, una Unica molécula de acido nucleico comprende una primera secuencia de
polinucledtidos que codifica la cadena pesada de un anticuerpo neutralizante de NOTUM y una segunda secuencia
de polinucleodtidos que codifica la cadena ligera de un anticuerpo neutralizante de NOTUM. En algunas realizaciones,
por ejemplo, cuando el anticuerpo es un Fv de cadena sencilla (scFv), la secuencia codificante de la cadena pesada
y la secuencia codificante de la cadena ligera forman parte de una secuencia codificante continua de manera que se
expresa un unico polipéptido, que comprende tanto la cadena pesada como la cadena ligera del anticuerpo. En
algunas realizaciones, una unica molécula de acido nucleico que codifica tanto una cadena pesada como una
cadena ligera es capaz de expresar las dos cadenas como polipéptidos separados. En algunas de dichas
realizaciones, cada cadena esta bajo el control de un promotor separado. En algunas realizaciones, las dos cadenas
estan bajo el control del mismo promotor. Un experto en la materia puede seleccionar una configuracién adecuada y
elementos de control adecuados para la cadena pesada y ligera del anticuerpo neutralizante de NOTUM de acuerdo
con la aplicacion prevista.

En algunas realizaciones, el acido nucleico es un vector, tal como un vector de expresion adecuado para expresar la
cadena pesada y/o la cadena ligera en una célula hospedadora particular. Un experto en la materia puede
seleccionar un vector de expresion adecuado, o vectores de expresion, de acuerdo con las células hospedadoras
que se van a usar para la expresion. Muchos de tales vectores ejemplares son conocidos en la técnica.

En algunas realizaciones, una molécula de acido nucleico comprende una secuencia de polinucleétidos que codifica
una cadena pesada de un anticuerpo neutralizante de NOTUM seleccionado de MAb 1.802, 1.815, 1.846, 2.1029 y
2.78, y versiones humanizadas de tales MAb. En algunas de dichas realizaciones, una molécula de acido nucleico
comprende una secuencia de polinucleétidos seleccionada de las SEQ ID NO: 101, 103, 105, 107, 109, 115, 116,
119, 120, 123, 124, 127 y 128. En algunas realizaciones, una molécula de acido nucleico comprende una secuencia
de polinucledtidos que codifica una cadena ligera de un anticuerpo neutralizante de NOTUM seleccionado de MAb
1.802, 1.815, 1.846, 2.1029 y 2.78, y versiones humanizadas de tales MAb. En algunas de dichas realizaciones, una
molécula de acido nucleico comprende una secuencia de polinucledtidos seleccionada de las SEQ ID NO: 102, 104,
106, 108, 110, 117, 118, 121, 122, 125, 126, 129 y 130. En algunas realizaciones, una molécula de acido nucleico
comprende una primera secuencia de polinucleétidos que codifica la cadena pesada y una segunda secuencia de
polinucleétidos que codifica la cadena ligera, de un anticuerpo neutralizante de NOTUM seleccionado de MAb 1.802,
1.815, 1.846, 2.1029 y 2.78, y versiones humanizadas de dichos MAb.

En algunas realizaciones, los anticuerpos recombinantes pueden expresarse en ciertas lineas celulares. En algunas
realizaciones, as secuencias que codifican anticuerpos particulares se pueden usar para la transformacién de una
célula hospedadora de mamifero adecuada. De acuerdo con determinadas realizaciones, la transformacion puede
ser mediante cualquier método conocido para introducir polinucleétidos en una célula hospedadora. Ciertos métodos
ejemplares incluyen, pero sin limitacion, empaquetar el polinucleétido en un virus (o en un vector viral) y transducir
una célula hospedadora con el virus (o vector) y usar ciertos procedimientos de transfecciéon conocidos en la técnica,
como se ejemplifica por las Patentes de los Estados Unidos n.° 4.399.216, 4.912.040, 4.740.461 y 4.959.455. En
algunas realizaciones, el procedimiento de transformacion utilizado puede depender del hospedador que a
transformar. Ciertos métodos ejemplares para la introduccion de polinucleétidos heterdlogos en células de
mamiferos son conocidos en la técnica e incluyen, pero sin limitacion, transfeccion mediada por dextrano,
precipitacion con fosfato de calcio, transfeccion mediada por polibreno, fusién de protoplastos, electroporacion,
encapsulacion del (de los) polinucleétido(s) en liposomas, y microinyeccion directa del ADN en los ntcleos.
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Ciertas lineas celulares ejemplares de mamiferos disponibles como hospedadores para la expresion son conocidas
en la técnica e incluyen, pero sin limitacion, muchas lineas celulares inmortalizadas disponibles de la Coleccion de
Cultivos Tipo Americana (ATCC), incluyendo células de ovario de hamster chino (CHO), células Hela, células de
rindn de cria de hamster (BHK), células de rifion de mono (COS), células de carcinoma hepatocelular humano (por
ejemplo, Hep G2) y varias lineas celulares diferentes. En algunas realizaciones, las lineas celulares pueden
seleccionarse determinando qué lineas celulares producen altos niveles de anticuerpos que se unen
especificamente a NOTUM.

5.3 Anticuerpos monoclonales para su uso en tratamiento

Esta invencién abarca un método para estimular la formacién de hueso endocortical en un paciente, que comprende
administrar a un paciente que lo necesite una cantidad eficaz de un anticuerpo de la invencién. También abarca un
método para aumentar el espesor del hueso cortical, que comprende administrar a un paciente que lo necesite una
cantidad eficaz de un anticuerpo de la invencion.

Esta invencion abarca un anticuerpo monoclonal que se une a NOTUM humana y reduce la actividad de NOTUM
humana en un ensayo OPTS in vitro, para su uso en un método para tratar o prevenir una enfermedad o trastorno
asociado con la pérdida ésea. El método comprende administrar a un individuo que lo necesite una cantidad
terapéuticamente o profilacticamente eficaz de un anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencion. Ejemplos de
enfermedades vy trastornos incluyen osteoporosis (p.ej., osteoporosis postmenopausica, osteoporosis inducida por
esteroides o glucocorticoides, osteoporosis masculina y osteoporosis idiopatica), osteopenia y enfermedad de Paget.

En el presente documento también se describe un método para tratar, gestionar o prevenir las fracturas dseas, que
comprende administrar a un paciente que lo necesite una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz de un
anticuerpo descrito en el presente documento. Las fracturas 6seas particulares estan asociadas con enfermedad
6sea metastasica, es decir, cancer que ha hecho metastasis en hueso. Ejemplos de canceres que pueden hacer
metastasis en hueso incluyen el cancer de prostata, mama, pulmon, tiroides y rifion.

Esta invencion también abarca un anticuerpo monoclonal que se une a NOTUM humana y reduce la actividad de
NOTUM humana en un ensayo OPTS in vitro, para su uso en un método para tratar, gestionar o prevenir la pérdida
6sea asociada con, o causada por, una enfermedad o trastorno. El método comprende administrar a un individuo
que lo necesite una cantidad terapéuticamente o profilacticamente eficaz de un anticuerpo para su uso de acuerdo
con la invencion. Ejemplos de enfermedades y trastornos incluyen enfermedad celiaca, enfermedad de Crohn,
sindrome de Cushing, hiperparatiroidismo, enfermedad inflamatoria del intestino y colitis ulcerosa.

Pacientes ejemplares no limitantes que pueden beneficiarse de los anticuerpos y anticuerpos para su uso de
acuerdo con esta invencion incluyen hombres y mujeres de 55 afios o mas, mujeres postmenopausicas y pacientes
que padecen insuficiencia renal.

Los anticuerpos de la invencion y los anticuerpos para su uso de acuerdo con la invencion se pueden administrar en
combinacién (por ejemplo, en el mismo momento o en momentos diferentes) con otros medicamentos que se sabe
que son utiles en el tratamiento, gestion o prevencion de enfermedades o afecciones que afectan el hueso. Los
ejemplos incluyen: moduladores de los receptores de andrégenos; bisfosfonatos; calcitonina; antagonistas del
receptor sensibilizante del calcio; anticuerpos contra RANKL, inhibidores de la catepsina K; estrogenos y
moduladores de los receptores de estrégenos; aglutinantes de integrinas, antagonistas de anticuerpos y receptores;
hormona paratiroidea (PTH) y analogos y miméticos de la misma; y vitamina D y analogos de vitamina D sintéticos.

Ejemplos de moduladores de los receptores de andrégenos incluyen finasterida y otros inhibidores de la 5a-
reductasa, nilutamida, flutamida, bicalutamida, liarozol y acetato de abiraterona.

Ejemplos de bifosfonatos incluyen alendronato, cimadronato, clodronato, etidronato, ibandronato, incadronato,
minodronato, neridronato, olpadronato, pamidronato, piridronato, risedronato, tiludronato y zoledronato, y sus sales y
ésteres farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Ejemplos de inhibidores de la catepsina K incluyen VEL-0230, AAE581 (balicatib), MV061194, SB-462795
(relacatib), MK-0822 (odanacatib) y MK-1256.

Ejemplos de estrégenos y moduladores de los receptores de estrogenos incluyen estrégenos de origen natural (por
efemplo, 7-estradiol, estrona y estriol), estrogenos conjugados (por ejemplo, estrégenos equinos conjugados),
anticonceptivos orales, estrogenos sulfatados, progestageno, estradiol, droloxifeno, raloxifeno, lasofoxifeno, TSE-
424, tamoxifeno, idoxifeno, LY353381, LY117081, toremifeno, fulvestrant, 4-[7-(2,2-dimetil--oxopropoxi-4-metil-2-[4-
[2-(I-piperidinil)etoxi]fenil]-2H-I-benzopiran-3-il]-fenil-2,2-dimetilpropanoato, 4,4'dihidroxibenzofenona-2,4-dinitrofenil-
hidrazona y SH646.

Ejemplos de aglutinantes de integrinas, anticuerpos y antagonistas de receptores incluyen vitaxin (MEDI-522),
cilengitida y L-000845704.
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5.4. Formulaciones farmacéuticas

Esta invencion abarca composiciones farmacéuticas que comprenden uno o mas anticuerpos de la invencion, y
opcionalmente uno o mas farmacos diferentes, tal como los descritos anteriormente.

En algunas realizaciones, se puede usar un anticuerpo neutralizante de NOTUM como un anticuerpo terapéutico.
Anticuerpos neutralizantes de NOTUM ejemplares a usar como anticuerpos terapéuticos incluyen, pero sin
limitacion, anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados y anticuerpos humanos. Los expertos en la materia
estan familiarizados con el uso de anticuerpos como agentes terapéuticos.

En algunas realizaciones, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un
anticuerpo contra NOTUM vy un diluyente, vehiculo, solubilizante, emulsionante, conservante y/o adyuvante
farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, se proporciona una composicion farmacéutica que
comprende una cantidad eficaz de un anticuerpo contra NOTUM y una cantidad eficaz de al menos, un agente
terapéutico adicional, junto con un diluyente, transportador, solubilizante, emulsionante, conservante y/o adyuvante
farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, se selecciona al menos un agente terapéutico adicional de
los descritos anteriormente.

En algunas realizaciones, los materiales de formulacion para composiciones farmacéuticas no son toxicos para los
receptores en las dosis y concentraciones empleadas.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende materiales de formulacion para modificar,
mantener o preservar, por ejemplo, el pH, osmolaridad, viscosidad, transparencia, color, isotonicidad, olor,
esterilidad, estabilidad, tasa de disolucion o liberacién, adsorcidon o penetracion de la composicion. En algunas
realizaciones, los materiales de formulacion adecuados incluyen, pero sin limitaciéon, aminoacidos (por ejemplo,
glicina, glutamina, asparagina, arginina y lisina); antimicrobianos; antioxidantes (por ejemplo, acido ascorbico, sulfito
de sodio y hidrogenosulfito de sodio), tampones (por ejemplo, borato, bicarbonato, Tris-HCI, citratos, fosfatos y otros
acidos organicos); agentes de carga (por ejemplo, manitol y glicina); agentes quelantes (por ejemplo, acido
etilendiamino tetraacético (EDTA)); agentes complejantes (por ejemplo, cafeina, polivinilpirrolidona, beta-
ciclodextrina e hidroxipropil-beta-ciclodextrina; cargas; monosacaridos, disacaridos y otros hidratos de carbono (por
ejemplo, glucosa, manosa o dextrinas); proteinas (por ejemplo, albumina sérica, gelatina e inmunoglobulinas);
agentes colorantes, saborizantes y diluyentes; agentes emulsionantes; polimeros hidréfilos (por ejemplo,
polivinilpirrolidona); polipéptidos de bajo peso molecular; contraiones formadores de sales (por ejemplo, sodio);
conservantes (por ejemplo, cloruro de benzalconio, acido benzoico, acido salicilico, timerosal, alcohol fenetilico,
metilparabeno, propilparabeno, clorhexidina, acido sérbico y peroxido de hidrogeno); disolventes (por ejemplo,
glicerina, propilenglicol y polietilenglicol ); alcoholes de azucar, tales como manitol o sorbitol ); agentes de
suspension; tensioactivos o agentes humectantes (por ejemplo, pluronics, PEG, ésteres de sorbitan, polisorbatos
(por ejemplo, polisorbato 20 y polisorbato 80), triton, trometamina, lecitina, colesterol y tiloxapal); agentes
potenciadores de la estabilidad (por ejemplo, sacarosa y sorbitol); agentes potenciadores de la tonicidad (por
ejemplo, haluros de metales alcalinos (por ejemplo, cloruro de sodio o potasio), manitol y sorbitol); vehiculos de
suministro; diluyentes; excipientes; y adyuvantes farmacéuticos. (Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 Edicion,
A.R. Gennaro, ed., Mack Publishing Company (1990).

En algunas realizaciones, un anticuerpo contra NOTUM u otra molécula terapéutica esta vinculado a un vehiculo que
prolonga la semivida. Vehiculos que prolongan la semivida ejemplares no limitantes incluyen los conocidos en la
técnica. Dichos vehiculos incluyen, pero sin limitacion, el dominio Fc, polietilenglicol y dextrano. Se describen tales
vehiculos ejemplares, por ejemplo, en la solicitud PCT publicada N.°© WO 99/25044.

En algunas realizaciones, un experto en la materia determinara una composicion farmacéutica 6ptima dependiendo,
por ejemplo, de la via de administracion prevista, el formato de administracion y la dosis deseada. Véanse, por
efemplo, “Remington's Pharmaceutical Sciences”, citado anteriormente. En algunas realizaciones, dichas
composiciones pueden influir en el estado fisico, estabilidad, tasa de liberacién in vivo o tasa de eliminacion in vivo
de un anticuerpo neutralizante.

En algunas realizaciones, un vehiculo o transportador primario en una composicion farmacéutica puede ser de
naturaleza acuosa o no acuosa. Por ejemplo, en algunas realizaciones, un vehiculo o transportador adecuado puede
ser agua para inyeccion, solucion salina fisiolégica o liquido cefalorraquideo artificial, posiblemente suplementado
con otros materiales comunes en composiciones para administracion parenteral. Vehiculos ejemplares incluyen,
pero sin limitacion, solucion salina tamponada neutra y soluciéon salina mezclada con albumina sérica. En algunas
realizaciones, las composiciones farmacéuticas comprenden tampén Tris de aproximadamente pH 7,0-8,5, o tampdn
acetato de aproximadamente pH 4,0-5,5, que pueden incluir ademas sorbitol o un sustituto adecuado del mismo. En
algunas realizaciones, una composicion que comprende un anticuerpo contra NOTUM, con o sin al menos un agente
terapéutico adicional, puede prepararse para el almacenamiento mezclando la composicién seleccionada que tenga
el grado de pureza deseado con agentes de formulacion opcionales (Remington's Pharmaceutical Sciences, citado
anteriormente) en la forma de una masa liofilizada o una solucién acuosa. En algunas realizaciones, una
composicion que comprende un anticuerpo contra NOTUM, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, se
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puede formular como un liofilizado usando excipientes apropiados tales como sacarosa.

En algunas realizaciones, se selecciona una composicion farmacéutica para administracion parenteral. En algunas
realizaciones, se selecciona una composiciéon farmacéutica para inhalacion o para suministro a través del tracto
digestivo, tal como por via oral. Diversas técnicas para preparar composiciones farmacéuticamente aceptables estan
dentro de la experiencia de un experto en la materia.

En algunas realizaciones, los componentes de la formulacion estan presentes en concentraciones que son
aceptables para el sitio de administracién. En algunas realizaciones, se usan tampones para mantener la
composicion a pH fisioldgico o a un pH ligeramente inferior, generalmente dentro de un intervalo de pH de
aproximadamente 5 a aproximadamente 8.

En algunas realizaciones, cuando se contempla la administracion parenteral, una composicion farmacéutica puede
estar en forma de una solucion acuosa parenteralmente aceptable, libre de pirégenos, que comprende el anticuerpo
deseado para NOTUM, con o sin agentes terapéuticos adicionales, en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.En
algunas realizaciones, cuando se contempla la administraciéon parenteral, una composicion farmacéutica puede estar
en forma de una solucién acuosa parenteralmente aceptable, libre de pirégenos,que comprende el anticuerpo
deseado contra NOTUM, con o sin agentes terapéuticos adicionales, en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
En algunas realizaciones, un vehiculo para inyeccion parenteral es agua destilada estéril en la que el anticuerpo
contra NOTUM, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, se formula como una solucién isoténica estéril,
conservada adecuadamente. En algunas realizaciones, la preparacion puede implicar la formulacién de la molécula
deseada con un agente, tal como microesferas inyectables, particulas bioerosionables, compuestos poliméricos
(como acido polilactico o acido poliglicélico), perlas o liposomas, que pueden proporcionar el control o liberacion
sostenida del producto que a continuacion puede suministrarse a través de una inyeccién de deposito. En algunas
realizaciones, también se puede usar acido hialurénico, y puede tener el efecto de promover una duracién sostenida
en la circulacion. En algunas realizaciones, pueden usarse dispositivos de suministro de farmacos implantables para
introducir la molécula deseada.

En algunas realizaciones, puede formularse una composicion farmacéutica para inhalacion. En algunas
realizaciones, un anticuerpo contra NOTUM, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, puede formularse
como un polvo seco para inhalacion. En algunas realizaciones, una soluciéon para inhalaciéon que comprende un
anticuerpo contra NOTUM, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, puede formularse con un propelente
para el suministro en aerosol. En algunas realizaciones, las soluciones se pueden nebulizar.

En algunas realizaciones, se puede administrar una formulacion por via oral. En algunas realizaciones, un anticuerpo
contra NOTUM, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, que se administra de esta manera puede
formularse con o sin transportadores usados habitualmente en la composicién de formas de dosificacion sélidas
tales como comprimidos y capsulas. En algunas realizaciones, se puede disefiar una capsula para liberar la porcion
activa de la formulacioén en el punto del tracto gastrointestinal cuando se maximiza la biodisponibilidad y se minimiza
la degradacion presistémica. En algunas realizaciones, se puede incluir al menos un agente adicional para facilitar la
absorcién del anticuerpo contra NOTUM con o sin ningun agente terapéutico adicional. En algunas realizaciones,
también pueden emplearse diluyentes, aromatizantes, ceras de bajo punto de fusién, aceites vegetales, lubricantes,
agentes de suspension, agentes desintegrantes de comprimidos y/o aglutinantes.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéutica comprende una cantidad eficaz de un anticuerpo contra
NOTUM, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, en una mezcla con excipientes no tdxicos que son
adecuados para la fabricacion de comprimidos. En algunas realizaciones, las soluciones pueden prepararse en
forma de dosis unitaria disolviendo los comprimidos en agua estéril u otro vehiculo apropiado. Excipientes
ejemplares incluyen, pero sin limitacion, diluyentes inertes (por ejemplo, carbonato de calcio, carbonato de sodio,
bicarbonato de sodio, lactosa y fosfato de calcio); agentes aglutinantes (por ejemplo, almidén, gelatina y goma
arabiga); y agentes lubricantes (por ejemplo, estearato de magnesio, acido estearico y talco).

Pueden ser evidentes para los expertos en la materia, composiciones farmacéuticas adicionales, incluyendo
formulaciones que comprenden un anticuerpo contra NOTUM, con o sin al menos un agente terapéutico adicional,
en formulaciones de suministro sostenido o controlado. Formulaciones ejemplares de suministro sostenido o
controlado incluyen, pero sin limitacion, transportadores de liposomas, microparticulas bioerosionables, perlas
porosas e inyecciones de depdsitos. Los expertos en la materia conocen diversas técnicas para preparar
formulaciones. En algunas realizaciones, las preparaciones de liberacion sostenida pueden incluir matrices de
polimeros semipermeables en forma de articulos con forma, p. ej., peliculas o microcapsulas Matrices de liberacion
sostenida ejemplares incluyen, pero sin limitacion, poliésteres, hidrogeles, polilactidas (véase, por ejemplo, la
patente de Estados Unidos N.° 3.773.919 y EP 058.481), copolimeros de acido L-glutdamico y gamma-etil-L-
glutamato (véase, por ejemplo, Sidman et al. (1983) Biopolymers 22: 547-556), poli (2-hidroxietilmetacrilato) (véase,
por ejemplo, Langer et al. (1981) J. Biomed. Mater. Res. 15:167-277 y Langer (1982) Chem. Tech. 12:98-105),
etileno vinil acetato (Langer et al., citado anteriormente), y acido poli-D(-) -3-hidroxibutirico (documento EP 133.988).
En algunas realizaciones, las composiciones de liberacion sostenida pueden incluir liposomas, que se pueden
preparar, en algunas realizaciones, por cualquiera de los distintos métodos conocidos en la técnica. Véase, por
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ejemplo, Eppstein et al. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:3688-3692; documento EP 036.676; documento EP
088.046; y documento EP 143.949.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéutica para usarse para administracion in vivo es generalmente
estéril. En algunas realizaciones, esto puede lograrse mediante filtracion a través de membranas de filtracion
estériles. En algunas realizaciones, cuando la composicion esta liofilizada, la esterilizacion utilizando este método
puede realizarse antes o después de la liofilizacion y reconstitucion. En algunas realizaciones, la composiciéon para
administracion parenteral puede almacenarse en forma liofilizada o en una solucién. En algunas realizaciones, las
composiciones parenterales generalmente se colocan en un recipiente que tiene un puerto de acceso estéril, por
ejemplo, una bolsa de solucidn intravenosa o vial que tiene un tapon perforable por una aguja de inyeccion
hipodérmica.

En algunas realizaciones, una vez que se ha formulado la composicion farmacéutica, se puede almacenar en viales
estériles como una solucién, suspension, gel, emulsién, solido o como un polvo deshidratado o liofilizado. En
algunas realizaciones, dichas formulaciones pueden almacenarse en una forma lista para usar o en una forma (por
efemplo, liofilizada) que se reconstituye antes de la administracion.

En algunas realizaciones, se proporcionan kits para producir una unidad de administracién de dosis Unica. En
algunas realizaciones, los kits pueden contener cada uno un primer recipiente que tiene una proteina seca y un
segundo recipiente que tiene una formulacion acuosa. En algunas realizaciones, se incluyen kits que contienen
jeringas precargadas de una o varias camaras (por ejemplo, jeringas liquidas y liojeringas).

En algunas realizaciones, la cantidad eficaz de una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo contra
NOTUM, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, para emplearse de manera terapéutica dependera, por
ejemplo, del contexto y los objetivos del tratamiento. Un experto en la materia apreciara que los niveles de
dosificacion apropiados para el tratamiento, de acuerdo con algunas realizaciones, variaran, de este modo,
dependiendo, en parte, de la molécula suministrada, la indicacion para la cual el anticuerpo contra NOTUM, con o
sin al menos un agente terapéutico adicional, se esta utilizando, la via de administracion y el tamafio (peso corporal,
superficie corporal o tamafio del 6rgano) y/o condicion (la edad y el estado general de salud) del paciente. En
algunas realizaciones, el médico puede titular la dosis y modificar la via de administracion para obtener el efecto
terapéutico optimo. En algunas realizaciones, una dosis tipica puede variar desde aproximadamente 0,1 pg/kg de
peso corporal del paciente, hasta aproximadamente 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores mencionados
anteriormente. En algunas realizaciones, la dosis puede variar desde 0,1 ug/kg hasta aproximadamente 100 mg/kg;
1 pg/kg hasta aproximadamente 100 mg/kg; o 5 pg/kg hasta aproximadamente 100 mg/kg, incluyendo todos las
comas( incluyendo fracciones) entre cualquiera de los puntos finales anteriores. En algunas realizaciones, la dosis
esta entre aproximadamente 1 mg/kg de peso corporal y aproximadamente 60 mg/kg de peso corporal. En algunas
realizaciones, la dosis es de aproximadamente 1 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 3 mg/kg de peso
corporal, aproximadamente 5 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal,
aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 30 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 40
mg/kg de peso corporal, aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal o aproximadamente 60 mg/kg de peso
corporal.

En algunas realizaciones, una dosis humana de un anticuerpo neutralizante contra NOTUM se determina basandose
en la dosis eficaz del mismo anticuerpo en otra especie, tales como ratones, perros, monos, etc. En algunas
realizaciones, una dosis humana de un anticuerpo neutralizante contra NOTUM se determina utilizando la "Guia
para la industria: Estimating the Maximum Safe Starting Dose in Initial Clinical Trials for Therapeutics in Adult Healthy
Volunteers," Departamento de salud y servicios humanos de los Estados Unidos, Administracion de Alimentos y
Medicamentos, y Centro de Evaluacion e Investigacion de Medicamentos (CDER), Julio de 2005 (Pharmacology and
Toxicology).

En algunas realizaciones, una dosificacion adecuada puede determinarla un experto en la materia, por ejemplo,
basandose en estudios animales.

En diversas realizaciones, se administra un anticuerpo neutralizante contra NOTUM a un paciente dos veces por
semana, una vez por semana, una vez cada dos semanas, una vez al mes, una vez cada dos meses o incluso con
menos frecuencia.

En algunas realizaciones, la frecuencia de la dosificacion tendra en cuenta los parametros farmacocinéticos de un
anticuerpo contra NOTUM v, si procede, cualquier agente terapéutico adicional en la formulacion utilizada. En
algunas realizaciones, un médico administrara la composicion hasta que se alcance una dosis que logre el efecto
deseado. En algunas realizaciones, por lo tanto, la composicion puede administrarse como una dosis Unica, 0 como
dos o mas dosis (que pueden o no contener la misma cantidad de la molécula deseada) a lo largo del tiempo, o
como una infusion continua a través de un dispositivo de implantacién o catéter. En algunas realizaciones, el
refinamiento adicional de la dosis apropiada se realiza rutinariamente por los expertos en la técnica y esta dentro del
ambito de las tareas que rutinariamente realizan. En algunas realizaciones, las dosis apropiadas pueden
determinarse mediante el uso de datos de dosis respuesta apropiados. En algunas realizaciones, un paciente recibe
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una dosis de una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo contra NOTUM. En algunas realizaciones,
un paciente recibe una, dos, tres o cuatro dosis por dia de una composicidon farmacéutica que comprende un
anticuerpo contra NOTUM. En algunas realizaciones, un paciente recibe una, dos, tres, cuatro, cinco o seis dosis por
semana de una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo contra NOTUM. En algunas realizaciones,
un paciente recibe una, dos, tres o cuatro dosis por mes de una composicién farmacéutica que comprende un
anticuerpo contra NOTUM.

En algunas realizaciones, la via de administracion de la composicién farmacéutica de la invencion esta de acuerdo
con métodos conocidos, por ejemplo, por via oral, a través de inyeccidon subcutanea, intravenosa, intraperitoneal,
intracerebral (intraparenquimatosa), intracerebroventricular, intramuscular, intraocular, intraarterial, intraportal, o
intralesional; por sistemas de liberacion sostenida o por dispositivos de implantacion. En algunas realizaciones, las
composiciones pueden administrarse mediante inyeccion en bolo o continuamente mediante infusion, o mediante un
dispositivo de implantacion.

En algunas realizaciones, la composicién puede administrarse localmente a través de la implantacion de una
membrana, esponja u otro material apropiado sobre el que se ha absorbido o encapsulado la molécula deseada. En
algunas realizaciones, cuando se usa un dispositivo de implantacion, el dispositivo puede implantarse en cualquier
tejido u 6rgano adecuado, y el suministro de la molécula deseada puede realizarse mediante difusion, bolo de
liberacién programada o administracion continua.

En algunas realizaciones, un anticuerpo contra NOTUM, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, se
suministra mediante la implantacion de ciertas células que se han modificado genéticamente, utilizando métodos
como aquellos descritos en el presente documento, para expresar y segregar los polipéptidos. En algunas
realizaciones, tales células pueden ser células animales o humanas, y pueden ser autdlogas, heterélogas o
xenogénicas. En algunas realizaciones, las células pueden ser inmortalizadas. En algunas realizaciones, para
reducir la posibilidad de una respuesta inmunitaria, las células pueden encapsularse para evitar la infiltracién en los
tejidos circundantes. En algunas realizaciones, los materiales de encapsulacién son, por lo general, cerramientos o
membranas poliméricas semipermeables, biocompatibles que permiten la liberacién de los productos proteicos, pero
evitan la destruccion de las células por el sistema inmunitario del paciente o por otros factores perjudiciales de los
tejidos circundantes.

6. Ejemplos
6.1. Raton Knock-out

Los ratones homocigotos para una mutacion genéticamente modificada en el ortélogo murino del gen NOTUM
humano se generaron utilizando los correspondientes clones de células madre embrionarias mutadas (ES) de la
coleccion OMNIBANK de clones de células ES murinas mutadas (véase en general, la patente de EE.UU. N°
6.080.576). En resumen, los clones de células ES que contenian una insercion viral mutagénica en el locus NOTUM
murino se microinyectaron en blastocistos que, a su vez, se implantaron en hospedadores femeninos
pseudoprefiados y se llevaron a término. Las crias quiméricas resultantes se criaron posteriormente en ratones C57
black 6 hembra y se comprobd la descendencia para la transmision de la linea germinal del alelo NOTUM eliminado.
Los animales heterocigotos para el alelo NOTUM mutado se criaron posteriormente para producir descendientes que
eran homocigotos para el alelo NOTUM mutado, heterocigotos para el alelo NOTUM mutado, o descendientes de
tipo silvestre en una relacién aproximada de 1: 2: 1.

Los ratones homocigotos (-/-) para la alteracién del gen NOTUM se estudiaron junto con ratones, compaferos de
camada, heterocigotos (+/-) para la alteracion del gen NOTUM vy de tipo silvestre (+/+). Durante este analisis, los
ratones se sometieron a un tratamiento médico utilizando un conjunto integrado de procedimientos de diagndstico
médico disefiados para evaluar la funcién de los sistemas de 6rganos principales en un sujeto mamifero. Al estudiar
los ratones "knockout" homocigotos (-/-) en los numeros descritos y en conjunto con compafieros de camada
heterocigotos (+/-) y de tipo silvestre (+/+), se obtuvieron datos mas confiables y repetibles.

Como se muestra en la Figura 1, los ratones machos con alteracion homocigoética del gen NOTUM ("hom")
mostraron mayores espesores corticales en varios sitios de huesos, en comparacién con sus compafieros de
camada de tipo silvestre a las 16 semanas de edad (numero de ratones N = 10 para ambos grupos). Estas
diferencias, que se midieron por medio de microCT (Scanco uCT40), fueron: 28% (p <0,001) en la diafisis del fémur;
19% (p <0,001) en la di&fisis del humero; 17% (p <0,001) en la di&fisis de la tibia; y 11 % (p <0,001) en la unién de la
tibia con el peroné. Como se muestra en la Figura 2, a las 16 semanas de vida, el espesor del hueso cortical de la
diafisis del fémur de ratones heterocigotos para la mutacion NOTUM ("het") también fue mayor que el de sus
comparfieros de camada de tipo silvestre: los machos het (N = 50) mostraron un aumento del 6% (p = 0,007) en
comparacion con sus compaferos de camada de tipo silvestre (N = 23); y las hembras het (N = 57) mostraron un
aumento del 9% (p <0,001) en comparacion con sus compafieros de camada de tipo silvestre (N = 22).

Las manifestaciones practicas de la redistribucion observada de la formacion 6sea en animales NOTUM se reflejan
en las Figuras 3 y 4, que muestran los resultados de las pruebas de resistencia a la rotura del fémur (realizadas por
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SkeleTech, ahora Ricerca Biosciences) utilizando una prueba de flexion convencional de 4 puntos. Como se muestra
en la Figura 3, que proporciona resultados obtenidos para ratones macho a las 16 semanas de edad, los het (N =
20) mostraron un aumento del 5% (p = 0,54) en la resistencia a la rotura del fémur en comparacion con sus
comparfieros de camada de tipo silvestre (N = 23), mientras que los hom (N = 17) ) exhibieron un aumento del 28%
(p <0,001). Por otro lado, las pruebas de compresion de la columna vertebral de los hom y het para NOTUM no
mostraron una reduccion significativa en los cargas maximas de compresion de la columna vertebral en comparacion
con los controles de tipo silvestre. Se obtuvieron resultados similares para ratones hembra a las 16 semanas de
edad. Como se muestra en la Figura 4, las het (N = 20) mostraron un aumento del 12% (p = 0.04) en la resistencia a
la rotura del fémur en comparacion con sus comparferos de camada de tipo silvestre (N = 21), mientras que las hom
(N = 18) mostraron un 28% (p <0,001) aumento. El analisis de estos y otros datos revel6 una fuerte correlacion entre
el espesor cortical y la resistencia a la rotura del fémur.

6.2. Produccién y purificacion de proteinas NOTUM recombinantes

Se subclonaron las secuencias codificantes de longitud completa para NOTUM humana, cataliticamente inactiva
humana (S232A), de ratén, cataliticamente inactiva de raton (S239A), de rata, de cobaya, de mono cynomolgus, y de
mono rhesus, cada una con una etiqueta de epitopo 6XHis C-terminal, en el vector de expresion pIRESpuro2
(Clontech). Las construcciones de expresion se pueden usar para generar un medio condicionado que contenga la
proteina NOTUM secretada por transfeccion transitoria, o para establecer transfectantes estables para la generacion
de mayores cantidades de medio condicionado, por ejemplo, para la purificacion posterior de la proteina NOTUM.

Las células HEK293F se transfectaron utilizando Lipofectamine2000 (Invitrogen) y se cultivaron en cultivo en
suspension en medio de expresion Freestyle 293 (Invitrogen) en matraces de agitacion. Para las transfecciones
transitorias, el medio condicionado se recolect6 cuatro dias después de la transfeccion, se filtré de forma estéril y se
almaceno a 4 °C. Para la generacion de lineas celulares que expresan de forma estable la proteina NOTUM, se
selecciono la integracion gendmica del plasmido de expresion en presencia de puromicina.

La expresion y secrecion de la proteina NOTUM se confirmé mediante transferencia Western de lisados celulares y/o
medio condicionado, usando un anticuerpo anti-His. La subclonacion de transfectantes estables a granel que
producen NOTUM mediante dilucién limitante permitié la identificacion mediante transferencia Western anti-His de
clones individuales que expresan NOTUM a niveles relativamente altos.

Para producir proteinas NOTUM de raton y humanas purificadas a escala de 10-20 mg, se expandieron las lineas
celulares HEK293F clonales que expresaban NOTUM de ratén o humana en cultivo en suspensién hasta un
volumen de 3 I. Cuando la densidad celular en este volumen alcanzé 1x10 6 células viables por ml, las células se
sedimentaron por centrifugacion y se resuspendieron en medio de expresion Freestyle 293 fresco y se mantuvieron
en cultivo durante otras 96 horas sin cambios de medio adicionales. Después de 96 horas, los cultivos se
recolectaron, las células se sedimentaron por centrifugacion y el medio condicionado se filtré de forma estéril y se
almacend a 4 °C para su posterior procesamiento.

Inmediatamente antes de la purificacion, el medio condicionado que contenia NOTUM se concentro6 de 31a 11y a
continuacion, se intercambid el tampdn en un tampon de cromatografia de afinidad de metal (IMAC) inmovilizado con
niquel (Tris-HCI 20 mM, imidazol 10 mM, NaCl 0,5 M, pH 7,4) por filtraciéon de flujo tangencial utilizando una
membrana con un limite de peso molecular nominal de 10 kDa. El medio condicionado concentrado, con tampdn
intercambiado se aplicd a continuacién a una columna de quelato de metal equilibrada, cargada con niquel. La
proteina unida se lavo y se eluyd utilizando un gradiente de concentracion de imidazol. Las fracciones de elucion que
contenian proteina NOTUM pura se agruparon y se dializaron frente a solucion salina tamponada con fosfato para
eliminar el tampodn de elucion. La proteina dializada purificada se dividio en partes alicuotas y se congelé a -80 °C.

Para cada lote de proteinas, se utilizé una alicuota para determinar la concentracién de proteinas mediante el
ensayo de acido bicinconinico (BCA) (Thermo Scientific, Rockford, IL), la pureza por SDS PAGE seguida de tincion
con Coomassie o de plata, la actividad tanto en el ensayo enzimatico OPTS libre de células (descrito en el Ejemplo
6.4.1 a continuacion) como en el ensayo de sefializacion Wnt basado en células (descrito en el Ejemplo 6.4. 2, a
continuacion), y la concentracion de endotoxinas mediante el ensayo de Lisado de Amebocitos de Limulus (LAL)
(Lonza, Basel, Suiza).

6.3. Generacidon de Anticuerpos Monoclonales de Ratén contra NOTUM

Se generaron anticuerpos contra proteinas NOTUM humana y de ratén recombinantes purificadas en dos campafrias
de inmunizacién separadas.

En la campafa 1, se inmunizaron ratones homocigotos para una insercién de trampa génica en el gen NOTUM vy,
por lo tanto, carentes de proteina NOTUM enddgena, con la proteina NOTUM humana de la siguiente manera. Los
ratones se cebaron con 20 pg de proteina NOTUM humana en adyuvante completo de Freund inyectado por via
intraperitoneal. Los ratones se reforzaron con 20 yg de proteina NOTUM humana en adyuvante incompleto de
Freund inyectado por via intraperitoneal cada dos a tres semanas. Los ratones que mostraron un titulo de suero
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fuerte contra NOTUM humana segun lo determinado por ELISA recibieron un refuerzo final de 10 ug de proteina
NOTUM humana en PBS inyectado por via intravenosa (i.v.).

En la campafa 2, se inmunizaron ratones homocigotos para una insercion de trampa génica en el gen NOTUM a
través de las patas traseras con una inmunizacion de cebado de 10 ug de proteina NOTUM de ratén en adyuvante
TiterMax con ADN CpG seguido de diez refuerzos de 10 ug de proteina NOTUM de raton en adyuvante de alumbre
con ADN CpG a intervalos de tres o cuatro dias. Los ganglios linfaticos inguinales y popliteos se recolectaron de
ratones de titulo alto después de un refuerzo final de la pata con 10 ug de proteina NOTUM de ratén en PBS.

Se recogieron los bazos de ratones reforzados i.v. o los ganglios linfaticos de los ratones inmunizados en las patas,
cuatro dias después del refuerzo final y se trituraron y se estiraron para producir una suspension celular. Los
glébulos rojos se lisaron y la suspension de células se enriquecié para determinar las células B mediante seleccion
negativa utilizando perlas magnéticas recubiertas con anticuerpos especificos para poblaciones de células no B. Los
hibridomas se generaron mediante fusion electrocelular de células B enriquecidas con células de mieloma NS1 de
ratén y se sembraron en placas de 96 pocillos en medio de hibridoma que contenia hipoxantina y aminopterina para
seleccionar hibridomas de células B viables/células de mieloma.

Los hibridomas se seleccionaron para la produccion de anticuerpos especificos de NOTUM mediante el ensayo del
medio condicionado de hibridoma para determinar la inmunorreactividad con la proteina NOTUM adsorbida
pasivamente en un formato ELISA. Se encontraron cientos de hibridomas que secretaban anticuerpos especificos
para NOTUM de raton y/o humana en ambas campafas de inmunizacion.

6.4. Ensayos de Neutralizacion de NOTUM

6.4.1. Ensayo OPTS

En el ensayo OPTS, se utiliza, para medir la actividad de NOTUM, 8-octanoiloxipireno-1,3,6-trisulfonato trisédico
(OPTS), un sustrato enzimatico soluble en agua para los ensayos fluorimétricos de esterasas y lipasas. La escision
enzimatica del enlace éster en OPTS produce un producto fluorescente.

Se encontré que el medio condicionado para hibridomas en general interferia en el ensayo de OPTS, tal vez debido
a la liberaciéon de hidrolasas de las células moribundas que también podrian escindir el OPTS. Por esta razén, se
generd medio condicionado adicional para hibridomas para aquellas lineas que originalmente mostraban el nivel mas
alto de actividad de union por ELISA y el anticuerpo se purificd en un formato de 96 pocillos mediante cromatografia
de afinidad usando perlas de proteina A. Estos anticuerpos purificados se probaron, a continuacién, en el ensayo
OPTS a una dilucién de cuatro veces sin cuantificacion previa.

Los anticuerpos se probaron por cuadruplicado en placas de 384 pocillos. Se afiadieron 12,5 ul que contenian 125
ng de NOTUM purificada en tampdn de reaccion 4X (CaCl, 20 mM, MgCl, 2 mM, Tris-HCI 50 mM, pH 7,4) a 12,5 pl
de anticuerpo purificado. Después de la mezcla, el anticuerpo y NOTUM se incubaron a temperatura ambiente
durante 20 minutos, seguido de la adicion de 25 yl de OPTS 1,25 uM (Sigma, nimero de catalogo 74875) en Tris-
HCI 50 mM, pH 7,4. Después de la mezcla, la reaccion enzimatica se dejo proceder a temperatura ambiente durante
10 minutos antes de detenerse mediante la adicion de 25 yl de SDS al 3%. Las placas se leyeron en un lector de
placas Envision con una longitud de onda de excitacién de 485 nm y una longitud de onda de emision de 535 nm
para cuantificar la cantidad de producto de escision.

La seleccion de 1.135 hibridomas inmunorreactivos de NOTUM humana de la Campafia 1 produjo tres anticuerpos
que mostraron una inhibicién superior al 70% de NOTUM humana. Estos tres, junto con cinco hibridomas adicionales
que mostraron cierto grado de neutralizacién en el ensayo OPTS, se seleccionaron para la subclonacion mediante
dilucién limitante y para la produccion de anticuerpos purificados a pequefia escala mediante cromatografia de
afinidad con proteina A utilizando 50 ml de medio condicionado de hibridomas clonales.

El analisis del ensayo OPTS de 1.056 hibridomas inmunorreactivos de NOTUM de ratén identificados de la campafia
2 produjo seis anticuerpos que mostraron una inhibicién superior al 50% de NOTUM de ratén. Estos seis junto con
otros seis hibridomas que muestran cierto grado de neutralizacion en el ensayo OPTS se seleccionaron para la
subclonacion mediante dilucion limitante y para la produccion de anticuerpos purificados a pequefia escala mediante
cromatografia de afinidad con proteina A utilizando 50 ml de medio condicionado de hibridomas clonales.

6.4.2. Ensayo de senalizacion Wnt

NOTUM puede actuar como un regulador negativo de la sefializacion Wnt. La actividad neutralizante de los
anticuerpos, determinada por el efecto en la sefializacion Wnt, se determiné en un ensayo de sefalizacion Wnt, que
utiliza la tecnologia CellSensor® y los medios condicionados preparados de la siguiente manera. Se transfecto el
plasmido que contenia NOTUM humana en el vector pcDNA3.1(+) en células HEK293 y los clones se seleccionaron
mediante el crecimiento en presencia de 400 pg/ml de G418. Se usaron medios de condicion para estas células para
el ensayo. Las células L que sobreexpresan y secretan Wnt3a en los medios condicionados se adquirieron de ATCC.
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El protocolo de ensayo fue el siguiente. Se cultivaron células 293F de CellSensor®LEF/TCF-bla Freestyle ™
(Invitrogen) hasta casi la confluencia en placas de 15 cm en DMEM con FBS dializado al 10%, 5 pg/ml de
Blasticidina (Invitrogen, R210-01), NEAA 0,1 mM, HEPES 25 mM y 1x de GPS. Las células se tripsinizaron primero
enjuagandolas con PBS, seguido de la adicion de 5 ml de tripsina y la incubacién de las placas a temperatura
ambiente durante dos minutos. Se afiadidé a continuacion, un total de 10 ml de medio de ensayo (Opti-MEM, mas
FBS dializado al 0,5%, NEAA 0,1 mM, piruvato sédico 1 mM, HEPES 10 mM, Ix GPS), por placa de 15 cm. Las
células se contaron y se suspendieron a 50.000 células por ml. Las células se sembraron en placas de 384 pocillos
Biocoat (Fisher, n.° de catalogo 356663) a una densidad de 10000 células por 20 ul por pocillo. Después de
incubacién de las células a 37 °C durante 3 horas, se afadieron 10 yL de LiCl 30 mM en medio de ensayo por
pocillo, seguido de incubacion a 37 °C durante la noche. Al dia siguiente, se incubaron conjuntamente 15 pl de
anticuerpo y 15 pl de NOTUM purificada, ambos en medio de ensayo, en un volumen total de 45 yl de medio de
ensayo a temperatura ambiente durante 30 minutos en una placa de 96 pocillos. NOTUM se us6é en una
concentracion determinada previamente para proporcionar una inhibicion del 50% en el ensayo, generalmente 25
nM. Después de la incubacion de 30 minutos, se agregaron 15 pl de medio condicionado L-Wnt3a no diluido a la
mezcla de 45 pl de anticuerpo/NOTUM, y se agregaron 10 ul de la mezcla resultante a los pocillos de la placa de
384 pocillos que contiene las células CellSensor®, por cuadruplicado. Los controles incluyeron pocillos que carecian
de células, pocillos que carecian de NOTUM vy pocillos que carecian de medio condicionado L-Wnt3a. La placa de
ensayo se incubo durante 5 horas a 37 °C para permitir la regulacién positiva de beta-lactamasa mediada por Wnt, y
a continuacion, se agregaron 8 pyl de sustrato LiveBLAzer ™ -FRET B/G (CCF4-AM, Invitrogen) a cada pocillo y la
placa se incubd en la oscuridad a temperatura ambiente durante 3 horas. Las placas se leyeron, a continuacion, en
un lector de placas Envision utilizando una longitud de onda de excitacion de 400 nm y unas longitudes de onda de
emision de 460 nm y 535 nm.

6.5. Caracterizacion de anticuerpos neutralizantes de NOTUM

Los anticuerpos purificados a partir de hibridomas clonales se caracterizaron con respecto a la reactividad cruzada
de sus especies mediante ELISA, su capacidad para reconocer la proteina NOTUM desnaturalizada reducida
mediante transferencia Western y su potencia neutralizadora en el ensayo OPTS sin células y el ensayo de
sefializacion Wnt basado en células, los cuales se describen, ambos, anteriormente en el Ejemplo 6.4.

Las pruebas funcionales de anticuerpos monoclonales de la Campafia 1 revelaron tres anticuerpos, 1.802, 1.815,
1.846, que neutralizan la NOTUM humana en los ensayos tanto OPTS como de sefializacion Wnt con una IC50 en el
intervalo de 1 a 10 nM. Estos anticuerpos no tienen ningun efecto sobre la actividad de NOTUM de ratén y el ELISA
demostré que se unen al NOTUM humana pero no a NOTUM de ratén. Asimismo, estos anticuerpos reconocieron
NOTUM humana solo débilmente cuando la proteina NOTUM se adsorbi6é pasivamente a la placa de ensayo y fue
mucho mas sensible a la proteina NOTUM humana presentada anti-His.

La Tabla 1 muestra los resultados de varios experimentos de caracterizacién para ciertos anticuerpos de la
Campafia 1. Los datos en la columna "Bin" se generaron utilizando el método descrito en el Ejemplo 6.6, a
continuacion.

Tabla 1: Caracterizacién de ciertos anticuerpos producidos contra NOTUM humana

Anticuerpo | Isotipo | Bin | ICs de ICs0 de ICs0 de ICs0 de Unién a Unién de
OPTS (nM; |sefalizacion OPTS (nM; |seializacion NOTUM |transferencia
NOTUM Whnt (nM; NOTUM de |Wnt (nM; de raton | Western
humana) NOTUM raton) NOTUM de
humana) raton)
1.802 IgG1 |1 |6,44 5,71 Sin Sin inhibicién No No
inhibicion
1.815 lgG1 |1 |7,62 6,88 Sin nd No No
inhibicion
1.846 IgG2b {1 [10,07 1,70 Sin nd No No
inhibicion
1.731* lgG1 |3 |>166,67 15,52 196,74 Sin inhibicién Si Si
1.655* lgG1 |3 |>166,67 nd >166,67 nd nd Si
1.168 * IgG2a |4 |56,61 Sin inhibicion Sin nd Si Si
inhibicion
1.712* lgG2a |2 |125,36 58,49 Sin nd Si Si
inhibicion
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Anticuerpo | Isotipo | Bin | ICs de ICs0 de ICs0_ de ICs0_ de Unién a Unién de
OPTS (nM; |sefalizacion OPTS (nM; |seializacion NOTUM |transferencia
NOTUM Whnt (nM; NOTUM de |Wnt (nM; de ratén |Western
humana) NOTUM raton) NOTUM de
humana) raton)
1.807 * IgG2a |2 (nd Sin inhibicion Sin nd Si Si
inhibicion

* = anticuerpo comparativo

Las pruebas funcionales de anticuerpos monoclonales de la Campafia 2 revelaron perfiles de actividad interesantes.
En particular, EI MAb 2.78 neutralizé NOTUM tanto de raton como humana en ambos ensayos de OPTS y de
sefalizacion Wnt con una ICs en el intervalo de 3 a 50 nM, mientras que el MAb 2.1029 neutraliz6 NOTUM tanto de
ratén como humana en el ensayo OPTS con una ICs en el intervalo de 5 a 30 nM pero solo NOTUM humana en el
ensayo de sefalizacion Wnt con una ICsy de 14 nM. Esta ultima observacion se atribuyé a que habia alguna
diferencia en la calidad de las proteinas NOTUM de ratén y humana recombinantes. Una diferencia conocida entre
las proteinas es que la NOTUM de ratén recombinante existe como multimeros/agregados en un grado mucho
mayor que la NOTUM humana recombinante. Ni 2.78 ni 2.1029 reconocieron la proteina NOTUM reducida y
desnaturalizada mediante transferencia Western, y ambas fueron sustancialmente mas inmunorreactivas con
NOTUM presentada anti-His que con NOTUM adsorbida pasivamente.

La Tabla 2 muestra los resultados de varios experimentos de caracterizacién para ciertos anticuerpos de la
Campafia 2. Los datos en la columna "Bin" se generaron utilizando el método descrito en el Ejemplo 6.6, a
continuacion.

Tabla 2: Caracterizacién de ciertos anticuerpos producidos contra NOTUM de ratén

Anticuerpo | Isotipo |Bin |ICsq de OPTS |ICsq de ICsq de OPTS (1Cso de Uniéna |Union de
(nM; NOTUM | sefalizacion | (nM; NOTUM | sefializacion NOTUM | transferencia
de ratén) Whnt (nM; humana) Whnt (nM; humana |Western

NOTUM de NOTUM
raton) humana)

2.78 IgG2b |2 35,65 3,75 15,49 45,94 Si No

2.1029 IgG2a |3 29,19 Sin inhibicion | 5,77 14,02 Si No

2.816 * IgG2a |3 31,70 Sin inhibiciéon | Sin inhibiciéon | 39,11 Si No

2.856 * IgG2b |3 37,70 Sin inhibiciéon | Sin inhibiciéon | Sin inhibicién | Si No

2.1001 * IgG2b |3 >166,67 Sin inhibiciéon | Sin inhibicidon | Sin inhibicién | No Si

2.55* IgG2a |1 26,13 Sin inhibiciéon | Sin inhibiciéon | Sin inhibicién | Si Si

2.1002 * IgG2a |1 42,39 Sin inhibiciéon | Sin inhibiciéon | Sin inhibicién | Si Si

2.497 * IgG2a |1 54,95 Sin inhibiciéon | Sin inhibiciéon | Sin inhibicién | Si Si

2.341* IgG2a |1 56,95 Sin inhibiciéon | Sin inhibicién | Sin inhibicién | Si Si

2.236 * IgG2a |1 64,54 Sin inhibiciéon | Sin inhibicién | Sin inhibicién | Si Si

2.688 * IgG2a |4 Sin inhibicidon | Sin inhibicion | 12,84% Sin inhibicion | Si No

2.1006 * IgG2a |5 >166,67 Sin inhibicion |>166,67+ Sin inhibicion | Si Si

* Inhibicion maxima = 50%.
* anticuerpo comparativo

6.6. Estudios de Competencia de Unién Utilizando Anticuerpos Neutralizantes de NOTUM

Se evalud la capacidad de los anticuerpos de ambas campafias de inmunizacién para interferir entre si en la union a
la proteina NOTUM en un ensayo de union a epitopos. Este ensayo se realizé6 en un formato ELISA utilizando
proteina NOTUM capturada anti-His. La proteina NOTUM capturada se incubd con un exceso de un anticuerpo
especifico para NOTUM no marcado (el anticuerpo 'bloqueante') seguido de la adicion de un anticuerpo especifico
para NOTUM biotinilado (el anticuerpo 'sonda’). La unién del anticuerpo sonda se midié utilizando HRP conjugado
con estreptavidina. Si los dos anticuerpos compiten por la unién en el mismo espacio del epitopo o si el anticuerpo
bloqueante afecta de otro modo la capacidad del anticuerpo de la sonda para unirse, por ejemplo, por interferencia
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alostérica, no se genera ninguna sefial. Si los dos anticuerpos no interfieren entre si, se genera una sefal similar a la
del anticuerpo biotinilado probado en ausencia de anticuerpo bloqueante. Los anticuerpos se prueban en un formato
de matriz reciproca. Generalmente, un par de anticuerpos mostrara el mismo nivel de interferencia
independientemente de cual de los dos sea el anticuerpo bloqueante y cual sea el anticuerpo sonda. Los anticuerpos
que muestran perfiles similares se asignan al mismo epitopo 'bin'.

Utilizando esta metodologia, se demostré que los MAb 1.802, 1.815, 1.846, 2.78 y 2.1029 interfieren entre si en la
union a NOTUM humana, mientras que no interfieren con la unién de otros neutralizantes o no neutralizantes menos
potentes.

6.7. Mapeo de Epitopos de Anticuerpos Neutralizantes de NOTUM

En un esfuerzo por mapear los aminoacidos implicados en la unién de los MAb 1.802, 1.815 y 1.846 especificos de
NOTUM humana, se produjeron proteinas NOTUM quiméricas humana/de ratén mediante transfeccion transitoria en
HEK293F de construcciones de expresion que codificaban marcos de lectura abiertos de NOTUM con una mezcla
de secuencias humanas y de raton. Se demostrd, por transferencia Western con anticuerpo anti-His y por ensayo
OPTS, que los medios condicionados de estas transfecciones contenian quimeras NOTUM funcionales.

La Figura 5 muestra representaciones esquematicas de las proteinas NOTUM quiméricas humana/de raton
utilizadas en este experimento. Las secuencias de esas proteinas se muestran en la Seccién 7 (Tabla de
Secuencias). Los medios condicionados se utilizaron en formato ELISA para determinar la especificidad del
anticuerpo. Basandose en la pérdida de la unién de los MAb especificos humanos a quimeras particulares, se
determiné que los MAb 1.802, 1.815 y 1.846 (que son anticuerpos "Bin 1") dependen de los aminoacidos entre Q47 y
M177 de NOTUM humana para la unién. Véase la figura 5. Dentro de esta regiéon, NOTUM de ratéon y humana
difieren en cinco posiciones (R115K, D141S. R150K, R154H y Y171H, basandose en la numeracién de secuencias
humanas). Se generaron mutantes puntuales de NOTUM humana por transfeccion transitoria de construcciones que
expresaban NOTUM humana con el aminoacido de ratén en cada una de estas cinco posiciones y se demostré que
todos los mutantes puntuales eran funcionales en el ensayo OPTS. Mediante ELISA, los MAb 1.802, 1.815y 1.846
se unieron a todos los mutantes puntuales, excepto a NOTUM D141S humana, lo que indica que este aminoacido es
importante para su union a NOTUM humana. Se gener6 NOTUM de ratén con la mutaciéon puntual reciproca,
NOTUM S148D de ratéon por transfeccion transitoria, se mostré activa en el ensayo OPTS y se demostrdo que
confirma la unién de los MAb especificos para NOTUM humana. Por lo tanto, la especificidad de especie de los MAb
1.802, 1.815 y 1.846 parece depender del aminoacido en la posicion 141 en NOTUM humana, que es acido
aspartico en la proteina NOTUM humana nativa.

El enfoque de quimera no se pudo usar para mapear los aminoacidos involucrados en la unién de los MAb 2.78 o
2.1029 porque estos reaccionan de forma cruzada con NOTUM tanto humana como de ratén. Basandose en el
hallazgo de que los MAb 1.802, 1.815, 1.846, 2.78 y 2.1029 interfieren entre si por la unién, se realizd6 una
mutagénesis por barrido de alanina de restos de aminoacidos cargados en la proximidad de D141 humana. Se
construyeron cinco mutantes de NOTUM humana, cada uno con un par de restos cargados mutados en alaninas:
NOTUM N132A/R133A humana (SEQ ID NO: 96); NOTUM E134A/N135A humana (SEQ ID NO: 97); NOTUM
D137A/R139A humana (SEQ ID NO: 98); NOTUM R144A/R145A humana (SEQ ID NO: 99); y NOTUM
R150A/D151A humana (SEQ ID NO: 100). Los cinco mutantes humanos se expresaron y secretaron eficazmente
después de la transfeccion transitoria. Cuatro de los cinco mutantes mostraron una actividad significativa en el
ensayo OPTS, mientras que el quinto (NOTUM D137A/R139A humana) mostré poca o ninguna actividad. Se
detectaron los cinco mutantes en formato ELISA por al menos algunos de los MAb de la Campafa 1 y Campana 2.
El MAb 2.78 no pudo unirse a NOTUM D137A/R139A humana y a NOTUM R144A/R145A humana, mientras que los
MAb 1.802, 1.815 y 1.846 unicamente no se unieron a NOTUM R144A/R145A. El MAb 2.1029 fue inmunorreactivo
con los cinco mutantes de alanina.

6.8. Afinidades de Uniéon de Anticuerpos Neutralizantes de NOTUM

Las afinidades de unién de ciertos MAb anti-NOTUM se determinaron utilizando un Biacore 3000. Con el fin de
obtener valores de afinidad significativos para la union a la proteina NOTUM de ratéon multimérica, se generaron
fragmentos FAb de anticuerpo mediante digestion de IgG completa con la proteasa Ficina, seguida de la eliminacion
de fragmentos de IgG y Fc no digeridos mediante cromatografia de afinidad con proteina A.

Los valores de afinidad para la unién de FAb e IgG completa a NOTUM humana correspondieron, y sus valores de
afinidad estuvieron en el intervalo nM de un solo digito al bajo de dos digitos, tal como se muestra en la Tabla 3.
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Tabla 3: Afinidad de unién de ciertos anticuerpos producidos contra NOTUM humana y de ratén

Afinidad por NOTUM humana

Anticuerpo o Kp_(nM) Kon (M's™) | Kot (M 1)

fragmento
5

IgG 1.802 1,42 2,57 x 10 3,65 x 10
5

Fab de 1.802 0,91 8,99x 10 8,20 x 10
4

IgG 2.78 17,6 4,79 x 10 8.41 x 10
4

Fab de 2.78 15,4 8,77 x 10 1,36 x 103
5

IgG 2.1029 5,99 1,51 x 10 9,08 x 10

Afinidad por NOTUM de ratén

fAntlcuergo o} Kp (nM) kon (M's) kot (M)

ragmento

Fab de 1.802 No se observa unién
4

Fab de 2.78 4,99 >3,91x10 1,95 x 104

6.9. Administracion de los Anticuerpos Neutralizantes de NOTUM a ratones

6.9.1. Administracion de Anticuerpos Neutralizantes de NOTUM Semanalmente durante 8 Semanas

Se administraron los anticuerpos neutralizantes de NOTUM 2.1029 o 2.78b, o un anticuerpo control, a ratones
hibridos F1 machos de ocho semanas de edad (129 x C57), mediante inyeccion intraperitoneal a 30 mg/kg una vez
por semana durante ocho semanas. Habia 12 ratones por grupo. Al final del estudio, se sacrificé a los ratones. La
masa o6sea Yy la arquitectura se determinaron mediante microCT después de la necropsia, utilizando un Scanco
MCT40 con un valor umbral de 240, un tiempo de integracion de 200 milisegundos y una tensién del tubo de rayos X
de 55 keV.

Como se muestra en la Figura 6, el espesor cortical de la diafisis del fémur aumenté un 12% (P <0,001) con la
administracion del anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.1029 y el 16% (P <0,001) con la administracién del
anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b, en comparacion con el anticuerpo control.

6.9.2. Administracion del Anticuerpo Neutralizante de NOTUM 2.1029 Semanalmente durante 4 Semanas

Se administrd el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.1029 a ratones hibridos F1 machos de ocho semanas de
edad (129 x C57) mediante inyeccion intraperitoneal a 3 mg/kg, 10 mg/kg, o 30 mg/kg una vez por semana durante
cuatro semanas. Habia 10 ratones por grupo. Al final del estudio, se sacrificé a los ratones. La masa 6sea y la
arquitectura se determinaron mediante microCT después de la necropsia, utilizando un Scanco uCT40 con un valor
umbral de 240, un tiempo de integracion de 200 milisegundos y una tension del tubo de rayos X de 55 keV.

Como se muestra en la Figura 7, el espesor cortical de la diafisis del fémur aumenté un 5% (P = 0,12) con la
administracion de 30 mg/kg de anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.1029, en relacion con la administracion del
anticuerpo control.

6.9.3. Administracion del Anticuerpo Neutralizante de NOTUM 2.78b Semanalmente durante 4 Semanas

Se administré el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b a ratones hibridos F1 machos de ocho semanas de edad
(129 x C57) mediante inyeccion intraperitoneal a 3 mg/kg, 10 mg/kg, o 30 mg/kg una vez por semana durante cuatro
semanas. Habia 10 ratones por grupo en el primer experimento. En un segundo experimento, se administro el
anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b por inyeccion intraperitoneal a 0,3 mg/kg, 1 mg/kg, o 3 mg/kg una vez por
semana durante cuatro semanas. Habia 12 ratones por grupo en el segundo experimento. Al final de cada estudio,
se sacrificd a los ratones. La masa 6sea y la arquitectura se determinaron mediante microCT después de la
necropsia, utilizando un Scanco uCT40 con un valor umbral de 240, un tiempo de integracion de 200 milisegundos y
una tension del tubo de rayos X de 55 keV.
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Como se muestra en la figura 8A, el espesor cortical de la diafisis del fémur aumenté un 13% (P < 0,001), 17% (P <
0,001) y 16% (P < 0,001) con la administracion de 3 mg/kg, 10 mg/kg y 30 mg/kg, respectivamente, del anticuerpo
neutralizante de NOTUM 2.78b, en relacion con la administracién del anticuerpo control, en el primer experimento.
Tal como se muestra en la Figura 8B, el espesor cortical de la diafisis del fémur aumenté un 3% (P = 0,46), 7% (P <
0,001) y 10% (P < 0,001) con la administracion de 0,3 mg/kg, 1 mg/kg y 3 mg/kg, respectivamente, del anticuerpo
neutralizante de NOTUM 2.78b, en relacién con la administracion del anticuerpo control, en el segundo experimento.

6.9.4. Administracion del Anticuerpo Neutralizante de NOTUM 2.78b Semanalmente durante 4 Semanas con
tratamiento previo con Zoledronato

Se administré una dosis Unica de 50 ug/kg de zoledronato a ratones hibridos F1 macho de 28 semanas de edad
(129 x C57) mediante inyeccion intraperitoneal. Cuatro semanas después de la dosis de zoledronato, se
administraron 10 mg/kg de anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b a los ratones por inyeccion i.p. semanalmente
durante 4 semanas. Al final de cada estudio, se sacrificé a los ratones. Habia 11 o 12 ratones por grupo. La masa
6sea y la arquitectura se determinaron mediante microCT después de la necropsia, utilizando un Scanco uCT40 con
un valor umbral de 240, un tiempo de integracion de 200 milisegundos y una tension del tubo de rayos X de 55 keV.
Ademas, los niveles séricos de PINP, que es un marcador de formacion 6sea, se midieron utilizando un ensayo
ELISA disponible comercialmente (Immunodiagnostic Systems, Scottsdale, AZ) el dia 7 después de la primera dosis
de Mab 2.78b.

Como se muestra en la figura 9A, el espesor cortical de la diafisis del fémur aumenté en 10 pm, 0 4% (P = 0,31), en
ratones a los que se administré zoledronato y anticuerpo control, en relacion con ratones a los que se administré
solucion salina y anticuerpo control. El espesor cortical de la diafisis del fémur aumentd 23 pm, o0 9% (P <0,001), en
ratones a los que se administré el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b sin tratamiento previo con zoledronato,
en relacion con los ratones a los que se administrd solucion salina y el anticuerpo control, y aumenté en 14 ym, o 5%
(P = 0,06), en ratones a los que se administré el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b con tratamiento previo
con zoledronato, en relaciéon con los ratones a los que se administré zoledronato y el anticuerpo control. La Figura
9B muestra que los niveles séricos de PINP disminuyeron en 15 ng/ml, o 50% (P <0,001) en ratones a los que se
administré tratamiento con zoledronato y anticuerpo control, en relacidon con ratones a los que se administré solucion
salina y anticuerpo control. Los niveles de PINP aumentaron en 14 ng/, o 47% (P <0,001), en ratones a los que se
administrd el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b sin tratamiento previo con zoledronato, en relacién con los
ratones a los que se administrd solucion salina y el anticuerpo control, y aumento en 12 ng/ml, o 79% (P < 0,001), en
ratones a los que se administré el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b con tratamiento previo con zoledronato,
en relacion con los ratones a los que se administro zoledronato y el anticuerpo control.

6.9.5. Administracion del Anticuerpo Neutralizante de NOTUM 2.78a Semanalmente durante 4 Semanas

Para este experimento, el Mab 2.78 (también conocido como “2.78b”), que es un anticuerpo IgG2b, se cambié de
formato como un anticuerpo IgG2a (los anticuerpos IgG2a a menudo tienen semividas mas largas que los
anticuerpos IgG2b). El Mab 2.78 reformateado se conoce como "2.78a".

Se administré el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2,78a a ratones hibridos F1 machos de 13 semanas de edad
(129 x C57) mediante inyeccion intraperitoneal a 3 mg/kg, 1 mg/kg, 3 mg/kg, o 10 mg/kg una vez por semana
durante cuatro semanas. Habia 10 o 12 ratones por grupo. Al final de cada estudio, se sacrific a los ratones. La
masa o6sea Yy la arquitectura se determinaron mediante microCT después de la necropsia, utilizando un Scanco
MCT40 con un valor umbral de 240, un tiempo de integracion de 200 milisegundos y una tensién del tubo de rayos X
de 55 keV.

Como se muestra en la Figura 10, el espesor cortical de la diafisis del fémur aument6é un 3% (P = 0,57), 7% (P =
0,02 ), 9% (P = 0,002) y 10% (P < 0,001) con la administracion de 0,3 mg/kg, 1 mg/kg, 3 mg/kg y 10 mg/kg,
respectivamente, de anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78a en ese experimento.

6.9.6. Administracion del Anticuerpo Neutralizante de NOTUM 2.78a Semanalmente o Quincenalmente
durante 12 Semanas

Se administré un anticuerpo de control, 0,3 mg/kg de anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78a ratones hibridos F1
machos de diez semanas de edad (129 x C57) por inyeccion i.p. semanalmente durante 12 semanas, o 1 mg/kg de
anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78a por inyeccion i.p. cada dos semanas (quincenalmente) durante 12
semanas o 24 semanas. Habia doce ratones por grupo de administracion. Al final de cada estudio, se sacrificé a los
ratones. La masa 6sea y la arquitectura se determinaron mediante microCT después de la necropsia, utilizando un
Scanco pCT40 con un valor umbral de 240, un tiempo de integracion de 200 milisegundos y una tensién del tubo de
rayos X de 55 keV.

Como se muestra en la figura 11 A, el espesor cortical de la diafisis del fémur aument6 un 6% (P < 0,001) y 9% (P<
0,001) en ratones a los que se administré 0,3 mg/kg semanalmente y 1 mg/kg quincenalmente, respectivamente, del
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anticuerpo Neutralizante de NOTUM 2.78a durante 12 Semanas. De manera similar, como se muestra en la Figura
11B, el espesor cortical de la diafisis del humero aumentd un 5% (P < 0,007) y 7% (P< 0,001) en ratones a los que
se administré 0,3 mg/kg semanalmente y 1 mg/kg quincenalmente, respectivamente, del anticuerpo Neutralizante de
NOTUM 2.78a durante 12 Semanas.

Como se muestra en la figura 12A, el espesor cortical de la diafisis del fémur aumenté un 7% (P < 0,002) y 9% (P<
0,001) en ratones a los que se administré 0,3 mg/kg semanalmente y 1 mg/kg quincenalmente, respectivamente, del
anticuerpo Neutralizante de NOTUM 2.78a durante 24 Semanas. Tal como se muestra en la Figura 12B, el espesor
cortical de la diafisis del humero aumenté un 3% (P < 0,09) y 8% (P< 0,001) en ratones a los que se administré 0,3
mg/kg semanalmente y 1 mg/kg quincenalmente, respectivamente, del anticuerpo Neutralizante de NOTUM 2.78a
durante 24 Semanas. Por ultimo, como se muestra en la Figura 12C, el espesor cortical de la novena costilla
aumento un 7% (P < 0,02) y 9% (P< 0,003) en ratones a los que se administré 0,3 mg/kg semanalmente y 1 mg/kg
quincenalmente, respectivamente, del anticuerpo Neutralizante de NOTUM 2.78a durante 24 Semanas.

6.10. Administracién de Anticuerpos Neutralizantes de NOTUM a Ratones Ovariectomizados

6.10.1. Ovariectomia

Se ovariectomizaron o sometieron a cirugia simulada ratones hembra C57BL/6J albinos de dieciséis semanas de
edad. Los niveles séricos de PINP, que es un marcador de formacién 6sea y CTX, que es un marcador de resorcion
6sea, se midieron utilizando un ensayo ELISA disponible comercialmente (Immunodiagnostic Systems, Scottsdale,
AZ) en el intervalo después de la ovariectomia y antes de la administracion del anticuerpo neutralizante de NOTUM,
para confirmar que se estaba produciendo una mayor remodelacion 6sea después de la ovariectomia.

Después de la cirugia y antes del inicio del tratamiento, los ratones ovariectomizados mostraron una mayor
remodelacion dsea en comparacion con los ratones sometidos a cirugia simulada, tal como se muestra en la Tabla
4. Debido a que el hueso trabecular contiene muchas mas células 6seas que el hueso cortical, es probable que
estos datos reflejen principalmente una mayor remodelacion del hueso trabecular.

Tabla 4: Niveles de marcadores éseos después de la cirugia

Marcador Semanas después | Cirugia Cirugia Estadisti
de la cirugia simulada OVX (N=10) |ca
(N=10)

PINP (ng/ml) 1 36,4+0,9 50,6 +£53 |A=39%
P =0,02

CTX (ng/ml) 2 10,5+0,9 14,1+0,9 |A=33%
P =0,01

PINP (ng/ml) 4 41,2+2,3 548+25 |A=33%
P =0,001

6.10.2. Administracion del Anticuerpo Neutralizante de NOTUM 2.78b a ratones Ovariectomizados

Se administré el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b o un anticuerpo control a 10 mg/kg mediante inyeccion
intraperitoneal una vez por semana durante 4 semanas, comenzando 8 semanas después de la cirugia. El estudio
incluyo los grupos de tratamiento que se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5: Grupos de tratamiento en el estudio de ovariectomia (OVX)

Numero de ratones Cirugia Anticuerpo
13 Sim Control
13~ Sim NOTUM
10 ovX Control
11 ovX NOTUM
* Originalmente habia 14 ratones en este grupo, pero un ratén murié durante el
estudio.

Para evaluar la ubicacion y el alcance de la formacion de hueso nuevo, se administraron etiquetas Oseas
fluorocromaticas en los dias 7, 14 y 21 del tratamiento (es decir, con los tratamiento 2°, 3° y 4°). La calceina, que
presenta una fluorescencia verde, se administré el dia 7; la alizarina, que presenta una fluorescencia roja, se
administro el dia 14; y la tetraciclina, que presenta una fluorescencia amarilla, se administré el dia 21. Los ratones se
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sacrificaron al final del tratamiento de 4 semanas. El peso uterino en la necropsia confirmé que la cirugia de
ovariectomia fue exitosa. (No se muestran los datos).

6.10.3. Masa 6sea y Arquitectura en Ratones Ovariectomizados Tratados con Anticuerpo Neutralizante de
Notum

La masa 6sea y la arquitectura se determinaron mediante microCT después de la necropsia, utilizando un Scanco
MCT40 con un valor umbral de 240, un tiempo de integracion de 200 milisegundos y una tensién del tubo de rayos X
de 55 keV. Se exploraron la diafisis del fémur, el cuerpo vertebral de la VL5 y el cuello femoral.

Como se muestra en la figura 13A, el espesor cortical de la diafisis del fémur aumenté en 22 ym, o un 9%, en
ratones sometidos a cirugia simulada a los que se administrd el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b, en
comparacion con los ratones sometidos a cirugia simulada a los que se administrd el anticuerpo control y aumenté
en 26 um, o un 12%, en los ratones ovariectomizados a los que se administré el anticuerpo neutralizante de NOTUM
2.78b, en comparacion con los ratones ovariectomizados a los que se administré el anticuerpo control. Tal como se
muestra en la Figura 13B, area de hueso mineralizado de la diafisis del fémur aumento en 0,1 mm?, o un 11%, en
ratones sometidos a cirugia simulada a los que se administréd el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b, en
comparacion con los ratones sometidos a cirugia simulada a los que se administré el anticuerpo control y aumenté
en 0,08 mm?, o un 10%, en los ratones ovariectomizados a los que se administré el anticuerpo neutralizante de
NOTUM 2.78b, en comparacion con los ratones ovariectomizados a los que se administrd el anticuerpo control.

Como se muestra en la figura 14A, la proporcion en el volumen 6seo total del cuerpo vertebral de la VL5 (cortical
mas trabecular) respecto al volumen total aumenté en un 9% en los ratones sometidos a cirugia simulada a los que
se administré el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b, en comparacion con los ratones sometidos a cirugia
simulada a los que se administrd el anticuerpo control, y aumentd un 3% en ratones ovariectomizados a los que se
administro el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b, en comparacion con los ratones ovariectomizados a los que
se administro el anticuerpo control. Tal como se muestra en la Figura 14B, la proporcion en el cuerpo vertebral de la
VL5 de volumen del hueso cortical respecto al volumen total aumenté un 13% en los ratones sometidos a cirugia
simulada a los que se administré el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b, en comparaciéon con los ratones
sometidos a cirugia simulada a los que se administré el anticuerpo control, y aumenté un 9% en ratones
ovariectomizados a los que se administré el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b, en comparacién con los
ratones ovariectomizados a los que se administré el anticuerpo control. Tal como se muestra en la Figura 14C, la
proporcion en el cuerpo vertebral de la VL5 de volumen de hueso trabecular respecto al volumen total no se vio
afectada significativamente por la administracion del anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b en los ratones
sometidos cirugia simulada o en los ratones ovariectomizados.

Por ultimo, tal y como se muestra en la Figura 15, la proporcién de volumen de hueso del cuello femoral respecto al
volumen total aumenté un 4% en los ratones sometidos a cirugia simulada a los que se administré el anticuerpo
neutralizante de NOTUM 2.78b, en comparacion con los ratones sometidos a cirugia simulada a los que se
administro el anticuerpo control, y aumentd un 6% en ratones ovariectomizados a los que se administro el anticuerpo
neutralizante de NOTUM 2.78b, en comparacién con los ratones ovariectomizados a los que se administrd el
anticuerpo control:

6.10.4. Histomorfometria Osea en Ratones Ovariectomizados Tratados con Anticuerpo Neutralizante de
Notum

Los ejes del fémur se insertaron en metacrilato de metilo utilizando un protocolo de insercion rapida. Véase
Brommage y Vafai, Calcified Tissue Int167: 479 (2000). Se prepararon secciones transversales de la diafisis con un
espesor de aproximadamente 80 pm utilizando una sierra para huesos Leica SP1600. A continuacion, se
examinaron las secciones con un microscopio fluorescente Olympus BX60. Se determinaron varios parametros
histomorfométricos de los huesos utilizando el software OsteoMeasure ™ (OsteoMetrics, Decatur, GA). Tanto los
parametros estaticos (como el area y el grosor del hueso) como los parametros dinamicos (como la superficie de
marcador Unico (SLS), la tasa de aposicion mineral (MAR) y la tasa de formacion ésea (BFR)) se midieron con un
aumento de 100x.

La Figura 16muestra el porcentaje de la superficie endocortical de las secciones transversales de la diafisis del
fémur que se marcaron con calceina, que se administré el dia 7, con alizarina, que se administré el dia 14 y con
tetraciclina, que se administrd el dia 21. La Tabla 6 muestra el analisis estadistico de los datos en la Figura 16. Los
ratones a los que se administr6 el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b mostraron un porcentaje
significativamente mayor de marcaje endocortical en los dias 7 y 14 en comparacién con los ratones a los que se
administro el anticuerpo control.

Tabla 6: ANOVA con dos factores del % de superficie de marcador Unico
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ANOVA con dos Dia7 Dia 14 Dia 21
factores

Efecto de la P=0,16 P =0,65 P=0,28
Ovariectomia

Efectos del P < 0,001 P < 0,001 P =10,02
Tratamiento

Efectos de la P=0,66 P=0,74 P=0,77
Interaccion

La Figura 17 muestra la tasa de aposicion mineral (A) y la tasa de formacion 6sea referente al volumen (B) de los
ratones sometidos a cirugia simulada y ovariectomizados a los que se les administré el anticuerpo control o el
anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b. La tasa de aposicion mineral (Figura 17A) se determind midiendo la
distancia entre el marcador de calceina (dia 7) y el marcador de alizarina (dia 14) y dividiendo por 7 para obtener la
"tasa de los dias 7 a 14", y midiendo la distancia entre el marcador de alizarina (dia 14) y el marcador de tetraciclina
(dia 21) y dividiendo por 7 para obtener la “tasa de los dias 14 a 21”. La Tabla 7 muestra el analisis estadistico de los
datos en la Figura 17A. Los ratones a los que se administré el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b mostraron
una mayor tasa de aposicion mineral que los ratones a los que se administré el anticuerpo control durante el periodo
de tiempo de los dias 7 a 14.

Tabla 7: ANOVA con dos factores de la Tasa de Aposicién Mineral

ANOVA con dos Dias 7 a 14 Dias 14 a 21
factores

Efecto de la P =0,80 P=0,70
Ovariectomia

Efectos del P < 0,001 P=0,82
Tratamiento

Efectos de la P=0,86 P =0,02
Interaccion

La tasa de formacion ésea referente al volumen (Figura 17B) se determind mediante calculos convencionales que
implican la multiplicacion de la superficie de mineralizacién endocortical (porcentaje de superficie con doble
marcador mas la mitad de la superficie con marcador Unico, derivado de la Figura 16) por la tasa de aposicion
mineral ( véase la Figura 17A). El resultado es la tasa de formacion dsea dividida por el volumen éseo, expresada
como un porcentaje por 7 dias. La Tabla 8 muestra el analisis estadistico de los datos en la Figura 17B. Como es
evidente en la Figura 17B, la tasa de formacion 6sea por volumen de hueso es significativamente mayor en ratones
a los que se administré el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b que en los ratones a los que se administro el
anticuerpo control.

Tabla 8: ANOVA con dos factores de la Tasa de Formacion Osea Referente al Volumen

ANOVA con dos factores Dias 7a 14 Dias 14 a 21
Efecto de la Ovariectomia P=0,95 P =0,80
Efectos del Tratamiento P < 0,001 P < 0,001
Efectos de la Interaccion P =0,39 P =0,30

6.11. Identificacion de Especies Adecuadas para la Prueba de Anticuerpos Neutralizantes de NOTUM

Basandose en las alineaciones de secuencias de proteinas multiespecie tomadas del dominio publico, se predijo que
los MAb 1.802, 1.815 y 1.846 se unirian a NOTUM de cobaya y que, por lo tanto, esta especie podria ser adecuada
para estudios preclinicos. Para analizar esta hipotesis, se cloné y expres6é NOTUM de cobaya mediante transfeccion
transitoria y se mostré activa en el ensayo OPTS. Se descubrié que los MAb 1.802, 1.815 y 1.846 se unen a NOTUM
de cobaya mediante ELISA y se demostré que el MAb 1.802 neutraliza la actividad de NOTUM de cobaya en el
ensayo OPTS. El MAb 2.78 se unié a NOTUM de cobaya con menor afinidad que el MAb 1.802, y tuvo una actividad
inhibidora correspondientemente menor en el ensayo OPTS. El MAb 2.1029 se uni6 a NOTUM de cobaya solo
débilmente y no lo inhibio significativamente en el ensayo OPTS.
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Se clonaron NOTUM de macaco cangrejero y rhesus a partir de preparaciones de ADNc de esas especies. El
analisis de las secuencias revelé que el aminoacido en la posicidon equivalente a NOTUM D141 humana es una
asparagina, que es diferente del aminoacido en esa posicion en NOTUM tanto de ratén como humana. Las NOTUM
de macaco cangrejero y rhesus activas (segun se determind por el ensayo OPTS) se generaron mediante
transfeccion transitoria, y se encontré que el MAb 1.802 no se une ni inhibe ninguna de las proteinas. Se generé un
mutante puntual de NOTUM humana, NOTUM D141N humana, mediante transfeccioén transitoria, y se encontré que
el MAb 1.802 no se une al mutante puntual de NOTUM humana.

El MAb 2.78 se unié débilmente a NOTUM tanto de macaco cangrejero como de rhesus mediante ELISA, pero no
inhibié ninguna de las proteinas significativamente en el ensayo OPTS. Por el contrario, el MAb 2.1029 se uni6 a
NOTUM de mono tanto macaco cangrejero como rhesus mediante ELISA asi como a NOTUM humana, y también
inhibi6 ambas proteinas en el ensayo OPTS asi como inhibié la NOTUM humana.

6.12. Secuenciacion y Humanizaciéon de Anticuerpos

Las regiones variables de la cadena pesada y ligera se secuenciaron mediante RT-PCR especifica utilizando el ARN
total de la linea celular de hibridoma relevante, seguido de la secuenciacion del producto de PCR. Se secuenciaron
las regiones variables de las cadenas pesada y ligera de cuatro anticuerpos de la Campana 1: 1.731, 1.802, 1.815y
1.846 y de tres anticuerpos de la Campafia 2: 2.1029, 2.55 y 2.78. Las secuencias de la region variable, sin
secuencias sefial, para cada uno de esos anticuerpos se muestran en la Seccion 7 (Tabla de secuencias), a
continuacion. La Seccion 7 también muestra las secuencias de las CDR1, CDR2 y CDR3 de las cadenas pesada y
ligera para cada uno de esos anticuerpos. La siguiente tabla muestra las SEQ ID NO correspondientes a las
regiones variables de las cadenas pesada y ligera, y las CDR1, CDR2 y CDR3, para cada uno de esos anticuerpos.

Tabla 9: SEQ ID NO para regiones variables y CDR de cadena pesada y ligera

Anticuerpo de| SEQID NO dela SEQ ID NO de la
ratén region variable de region variable de
cadena pesada cadena ligera (SEQ ID
(SEQ ID NO de NO de CDR1
CDR1 CDR2,CDR3)
CDR2,CDR3)
1.731* 7(9, 10, 11) 8 (12, 13, 14)
1.802 15 (17, 18, 19) 16 (20,21,22)
1.815 23 (25, 26, 27) 24 (28, 29, 30)
1.846 31 (33, 34, 35) 32 (36, 37, 38)
2.1029 39 (41,42, 43) 40 (44, 45, 46)
2.55* 47 (49, 50, 51) 48 (52, 53, 54)
2.78 55 (57, 58, 59) 56 (60, 61, 62)
* anticuerpo comparativo

Se encontré que ciertas CDR de cadena pesada y ligera tienen una alta homologia entre dos o mas de los
anticuerpos secuenciados. Los MAb 1.802 y 1.846 comparten una CDR1 de cadena pesada idéntica
(GFTFSDYGMH; SEQ ID NO: 17 y 33), mientras que la CDR1 de la cadena pesada de MAb 1.815 (GFTFSDFGMH,;
SEQ ID NO: 25) difiere de las de MAb 1.802 y 1.846 en una sola sustitucion de aminoacidos conservativa
(Fenilalanina (F) en lugar de Tirosina (Y)). La secuencia consenso para la CDR1 de la cadena pesada para esos
anticuerpos es, por lo tanto, GFTFSDX1GMH (SEQ ID NO: 90), en donde X; es F o Y. La CDR3 de la cadena
pesada de los MAb 1.802 y 1.846 difiere en solo una sustitucion de aminoacidos conservativa (histidina (H) frente a
asparagina (N)). La secuencia consenso para la CDR3 de la cadena pesada para esos anticuerpos es, por lo tanto,
KX2YNGGYFDV (SEQ ID NO: 91), en donde X> es H o N. Los MAb 1.802 y 1.846 comparten una CDR2 de cadena
ligera idéntica (LASNLES; SEQ ID NO: 21 y 37), mientras que la CDR2 de la cadena ligera de MAb 1.815
(LASDLES; SEQ ID NO: 29) difiere de las de MAb 1.802 y 1.846 por una sola sustitucion de aminoacidos
conservativa (acido aspartico (D) en lugar de asparagina (N)). La secuencia consenso para la CDR2 de la cadena
ligera para esos anticuerpos es, por lo tanto, LASXsLES (SEQ ID NO: 93), donde Xs es D o N. Finalmente, una
secuencia consenso para la CDR1 de la cadena ligera para los tres anticuerpos de la Camparia 1, 1.802, 1.846 y
1.815, es RASKX3VSX4sSGYSYXsH (SEQ ID NO: 92), endonde Xz es oS, XsesToEy XsesMo l.

La busqueda de BLAST se realizd en bases de datos publicas para identificar las secuencias de la regién variable de

la linea germinal humana con la mayor similitud con cada una de las regiones variables de la cadena pesada y ligera
de raton. Utilizando la definicion AbM, las CDR de las regiones variables de ratéon se injertaron luego in silico en
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estas secuencias variables de la linea germinal humana en lugar de las CDR de la linea germinal humana. Las
regiones variables humanizadas resultantes para cinco de los anticuerpos de ratén (2.78, 2.1029, 1.802, 1.815 y
1.846) se sintetizaron con una secuencia lider 5 ' que codifica un péptido sefial en el marco y se clonaron cadena
arriba de la secuencia que codifica las regiones constantes de IgG2 humana en el caso de las secuencias variables
de cadena pesada o region constante kappa humana en el caso de las secuencias variables de cadena ligera. Las
secuencias para cada una de las regiones variables humanizadas se muestran en la Seccién 7 (Tabla de
Secuencias), a continuacion, junto con las secuencias para las cadenas pesada y ligera humanizadas de longitud
completa (sin el péptido sefial).

Las secuencias codificantes para las cadenas pesadas y ligeras humanizadas de longitud completa se subclonaron
en vectores de expresion de mamiferos y las correspondientes construcciones de cadenas pesadas y ligeras se
cotransfectaron en células CHO-S. Los medios condicionados resultantes se comprobaron mediante transferencia
Western con un anticuerpo secundario antihumano para confirmar la expresion y la secrecion del anticuerpo
humanizado intacto. Los medios condicionados se probaron a continuacién, en formato ELISA para determinar si los
anticuerpos humanizados conservaban la capacidad de unirse a la proteina NOTUM humana. Los MAb
humanizados 1.802, 1.815, 1.846 y 2.1029 se unieron a NOTUM humana, mientras que el MAb humanizado 2.78
mostré poca o ninguna unién con NOTUM tanto humana como de raton.

7. Tabla de Secuencias

SEQID NO

Descripcion

Secuencia

1

NOTUM humana

MERGVRVLLL
SFPLDFTAVE
CNDGSPAGYY
DWPRTRTGTG
AFMGALIIQE
KLGYPAIQVR
VVBERCRRQF
LTGCPVREGL
QVKGTSLPRA
TVROQFTGQE

LELLECAGGS
GHNMDS FMAQV
LEESRGSRRW
ILSSQPEENF
VVRELLGRGL
GLADSGWFLD
QEGEEWNCFF
RLYIQNLGRE
LHCWDRSLHD
MNVAQFLMHM

EGRKTWRRRG

KSLAQSLYPC
LLFLEGGWYC
YWWHANMVFET
SCGAKVLLLAG
NEQYRHTDCV
GYEVYPTLRC
LEHTLEKDVPA
SHEASKTPLK
GEFRMOTVAQP

‘QODPPPPERTE

SAQULNEDLR
FNRENCDSRY
PYCSSDVWEG
B5AGGETGVLL
DTITCAFTEA
EVFVVQWLFD
SFAPACLSHE
GCEFVHLVDEC
QGLEPSELLG

AARPAAGOFRVE
LHLLLNTEVT
DTMRRLMSSR
ASSKSEKNEY
WVDRVAEQLE
IRRGIRYWNG
EAQLTVDNVH
ITIRSHWTDV
PHFHCNFSCP
MLSNGS

NOTUM de ratén

MGGEVRVLLL
GRGQPVESFP
LLNTSVTCKD
RRLMSSKDWP
KSDKNEYAFM
RVAELLEELG
GIRYWSGMVP
LTVDNVHLTG
RSYWTDVOVE
HCNPSCETIR
NGN

LOLLEWVGES

LOFTAVEGHM
GSPAGYYLKE
HTRTGTGILS
GSLIIQEVVR
YPSIQVRGLA
ERCQROQFKEG
SEFVQEGQWLY
GTSLPRALHC
DOFTGQEMNY

EGRKTWRRRG
DSFMAQVESL
SKGSRRWLLF
SQPEENPHWW
ELLGKGLSGA
DSGWFLDNKD
EEWNCFFGYK
IQNLGRELRG
WDRSFHDSHK
BQFLMHMGFD

QDEPPQEEPPP
AOSLYPCSAD
LEGGWYCFNR
NANMVFIFYC
KVLLLAGSSA
YRRSDCIDTI
VY¥YPTLRCPVE
TLKDVOASEA
ASKTPMKGCE
VOTVAQDOGH

PLEQRAEVEP
QLMEDLRLHL
ENCDSEYSTM
BSDVWSAASE
GGTGVLLNVD
NCAPTDAIRR
VVOWLFDEAQ
PACLSHEITI
FHLVDSCEWE
EPSKLLGMLS

NOTUM S232A
humana

MGRGVRVLLL
SFPLDFTAVE
CHNDGEPACGYY
DWPRTRTGTG
AFMGALIIQE

KLGYPATOVE
VVBERCRRQF

LTGOPVOERGL
QVKGTELPRA
TVRDOQFTGOE

LSLLHCAGGS
GHMDS FMAQWV
LEKESRGSERW
ILSSQPEENE
VVRELLGRGL

GLADSGWFLD
QEGEEWNCEF

RLYIQNLGRE
LHCWDRSLHD
MNVAQFLMHM

EGRKTWRRRG
KSLAQSLYPC
LLFLEGGWYC
YWWHNANMVEL
SCAKVLLLAG

WNEQYRHTDCV
GYKVYPTLRC

LEHTLKDVEA
SHEASKTPLK
GFDMQTVAQP

OOPFPPERTE
SAQQLNEDLR
FNRENCDSRY
PYCSSDVWSG
SAMGGTGVLL
DTITCAPTER
BVFVVOWLED
SFAPACLSHE
GCEVHLYDSC
QGLEPSELLG

ARPRAGQOPVE
LHLLLNTSVT
DTMRAELMSSE
ASSKSEKNEY
NVDREVAEQLE
IRRGIRYWNG
EAQLTVDNVH
ITIRSHWTDV
PWPHCNDSCPR
MLSNGS

NOTUM S239A
mutante de ratén

MGGEVRVLLL
GACQPVESFP
LLNTSVTCND
RRLMSSKDWP
KSDENEYAFM
RVAELLEELG
GIRYWSGMVE
LTVDNVHLTG
ESYWTDVOVE
HCNPSCPTIR
NGN

LGLLHWVGGS
LDFTAVEGHNM
GSPAGYYLKE
HTRTCTGILS
GSLIIQEVVR
YESIQVRGLA
ERCQRQFKEG
OBVQEGQWLY
GTSLERALHC
DQFTGQEMNV

EGRETWRRRG
DSFMAQVKSL
SEGSRRWLLF
SQFEENPFHWW
ELLGKGLSGA
DSGWEFLDNEQ
EEWNCFFGYK
IONLGRELRG
WDREFHDSHEK
AQFLMEMGFD

QQPFQPPPFP
AQSLYPCSAD
LEGGWYCFNR
MANMVFIPYC
KVLLLAGSAA
YRRSDCIDTI
VYEFTLREOEVF
TLKDVQASFA
ASKTEMKGCE
VOTVAQDOGM

PLPORAEVEFR
QLNEDLRLHL
ENCDSRYSTM
5SDVWSGASE
GOTGVLLNVD
NCAPTDAIRR
VVOWLFDEAQ
PACLSHETIT
FHLVDSCPWE
EPSKLLGMLS
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SEQ ID NO Descripcion Secuencia
5 NOTUM de cobaya MORGVRVLFL LOLLHWAGGS EGREKTWRERG QOPABAPLPP QRTEAAPGTGC
QPVESFPLDF TAVEGNMDSF MAQVKSLAQS LYPCSAQQULN EDLRLHLLLN
TSVTCNDGSFP AGYYLKESKG SRRWLLFLEG GWYCFSRENC DSRYDTMRERL
MSSKDWPQTR TGTGILSSOP EENBYWWNAN MVFIBYCSSD VWSCGASSKSE
KNEYVFMGAL IIREVVQELL GRGLSGAKVL LLAGSSAGCT GVLLNVDRVA
EQLEQLGYFA IQVRGLADSG WFLDNKQYRR TDCVDTVICA PTEATIRRGIR
YWNGMVPERC RSQFKEGEEW NCFLGYKVY® TLRCPVFVVD WLFDEAQLTA
DNAHLTGQPV QEGQWLYIQN LGHELRNTLK DVPASFAPAC LSHEIIIRSH
WIDVQVEGTS LPRALHCWDR SLHDSHEASK TPLKGCPIHL VDSCPWPHCN
PSCETIRDQF TGQREMNVAQF LMHMGFDVQT WVAQQQGLEPS KLLGMLSSGS
NOTUM de macaco MGRGVRVLLL LGLLHCAGGS EGRXTWRRRG QOPPPPPRTE ARPARGOPVE
cangrejero SFPLDFTAVE GNMDSFMAQV KSLAQSLYPC SAQQLNEDLR LHLLLNTSVT
CHBGSPAGYY LKESRGSRRM LLFLEGGWYC FNRENCDSRY NTMRRLMSSR
DWPRTRTGTG ILSSQPEENF YWWNANMVFI PYCSSDVWSG ASSHSEKNEY
AFMGALIIQE VVRELLGRGL SGAKVLLLAG SSAGSTGVLL NVDRVAEQLE
ELGYPATOVR GLADSCWFLD NKQYRHTDCV DTITCADPTEA IRRGIRYWNG
VVPERCRROF QECGEEWNCFF GYKIYPTLRC PVFVVOWLFD EAQLTVDNVE
LTGOPVOES) RLYIQNLGRE LRHTLKDVPA SFAPACLSHE IIIRSHWTDV
QVKGTSLERA LHCWDRSLHD SHEKTSKTPLE GCPVHLVDSC BWPHCHPSCE
TVRDQFTGQE MNVAQFLMHM GFDVQTVAQQ QGPEPSKLLG LESDGS
6 NOTUN de macaco MGRGVRVLLL LGLLHCAGGS EGREKTWRERG QOFEFFFRTE MAPARAGOEVE
rhesus SFPLDFTAVE GNMDSFMAQV KSLAQSLYEC SAQQLNEDLR LELLLNTSVT
CNDGSPAGYY LEKESRGSRRW LLFLEGCHYC FNRENCDSRY NTMRRLMSSE
DWPRTRTGTG ILSSQPEENP YWWNANMVFI PYCSSDVWSE ASSKSEKNEY
ARFMGEALIIOE VVRELLGRGL SCAKVLLLAG SSACATAEVLL NVORVAEOLE
ELGYPATOVR GLADSGWFLD NKQYRHTDCV DTITCAPTEA IRRGIRYWNG
VVEERCRRQF QEGEEWNCFF GYKIYPTLRC BVFVVOQWLFD EAQLTVDNVH
LTGOPVQESQ RLYIQNLGRE LRHTLKDVEA SFAPACLSHE ITIRSHWTDV
QVKGTSLPRA LHCWDRSLHD SHENSKTPLK GCPVHLVDSC PWPHCNESCE
TVRDQFTEOE MNVAQFLMHM GFOVQTVAQQD QGPEPSKLLG LPSDGES
7 Region variable de la | EVQLQOSGPE LVKPGASVKY SCKASGYPFT DYFIHWVKQT HGKSLEWIGY
cadena pesada del FFPKNGANGY NQKFEGKVTL TVDKSSSTAY MELRSLTSED SAVYYCARRY
Mab 1.731 CNYYSMDYWI QUTSVIVSSAE KTTRP
8 Region variable de la | SFVMTQTPKF LLVSAGDRVT ITCKASQSVG DDVAWYQQKP GQSPTLLIYR
cadena ligera del Mab | VSNRYTGVPD RETGSGYGTD FIFTINTVOA EDLAVYFCQQ DYSSPYTFGS
1.731 GTQLEVKRAD AAD
9 CDR1 de la cadena GYPFTDYFIH
pesada del Mab 1.731
CDR2 de la cadena YFFPENGANG
10 pesada del Mab 1.731
11 CDR3 de la cadena EYCHNYYSMDY
pesada del Mab 1.731
12 CDR1 de la cadena KASQSVGDDVA
ligera del Mab 1.731
CDR2 de la cadena EVENEYT
13 ligera del Mab 1.731
14 CDR3 de la cadena QODYSERYT
ligera del Mab 1.731
15 Region variable de la | EVQLVESGGG LVKPGGSLKL SCAASGFTFS DYGMHWFRQA PEKGLEWVAY
cadena pesada del ISSESRTVYY ADTVKGRFTI SROMAKNTLS LOMTSLRSED TAMYYOARKH
Mab 1.802 YNGOYFDVWG TOTTVTVSSA KTTPR
16 Region variable de la | PIVLTQSPAS LAVSLGQRAT ISCRASKIVS TSGYSYMHWY QOUKPGQPPKL
LIYLASNLES GVPARFSGSG SGTDFTLNIH PVEEEDAATY YCQHSRELEP

cadena ligera del Mab
1.802

TFGSGTKLEI

KRADAAP
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SEQ ID NO Descripcion Secuencia

17 CDR1 de la cadena GFTFSDYGMH
pesada del Mab 1.802

18 CDR2 de la cadena YISSGERTVY
pesada del Mab 1.802

19 CDR3 de la cadena KEHYNGGYFDV
pesada del Mab 1.802

20 CDR1 de la cadena RRSKIVESTSGYSYMH
ligera del Mab 1.802

21 CDR2 de la cadena LASNLES
ligera del Mab 1.802

22 CDR3 de la cadena DHSRELFET
ligera del Mab 1.802

23 Regidn variable de la DVQLLESGRS LVOPGGSRKL SCAASGFTFS DFGMHWVROA PEKGLEWVAY
cadena pesada del SSSGATTVYY ADTVKGRLTL SRDNSKNTLF LEMTSLRSED TAMYYCARAS
Mab 1.815 YDGEYFDCWE QGTSLTVSSA KTTRP

24 Regidn variable de la DIVLTQSFPAS LAVSLGQRAT ISCRASKSVE TSGYSYIHWY QOKPGQPPEL
cadena ligera del Mab | MI¥LASDLES GVPARFSGSG SGAAFTLNIH PVEEEDAATY YCHHSRELPF
1.815 TFGSGTKLEI KRADARP

25 CDR1 de la cadena GFTFSDFGMH
pesada del Mab 1.815

26 CDR2 de la cadena YSS3GETTVY
pesada del Mab 1.815

27 CDR3 de la cadena ASYDGSYFDC
pesada del Mab 1.815

28 CDR1 de la cadena RASKSVSTEGYSYIH
ligera del Mab 1.815

29 CDR2 de la cadena LASDLES
ligera del Mab 1.815

30 CDR3 de la cadena HHSRELFFT
ligera del Mab 1.815

31 Regién variable de la | EVQLVESGGD LVKPGGSLKL SCAASGFTFS DYGMHWLRQA PEXGLEWVAY
cadena pesada del ISSGSTTLSY ANTMKGRFTI SRDNAKKTLS LOMTSLRSED TAIYYCARKN
Mab 1.846 YNGGYFDVWGE TOGTTVTVSSA KTTPP

32 Region variable de l[a | PIVLTQSPAS LVVSLGURAT ISCRASKSVS ESGYSYMHWY QOQKPGOPPEL
cadena ligera del Mab LIYLASNLES GVPARFSGEG SGTIDFTLNIH PVEEGDATTY YCQOHSRVLEP
1846 TFGSGTKLET XRADRAP

33 CDR1 de la cadena GFTFSEDYGMH
pesada del Mab 1.846

34 CDR2 de la cadena YISSGSTTLS
pesada del Mab 1.846
CDR3 de la cadena ENTNGGYFDV

35 pesada del Mab 1.846

36 CDR1 de la cadena RASEEVSEESGYEYMH
ligera del Mab 1.846

37 CDR2 de la cadena LASHNLES .
ligera del Mab 1.846

38 CDR3 de la cadena QHSREVLEPRT
ligera del Mab 1.846
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SEQ ID NO Descripcion Secuencia
39 Regidn variable de la QVQLEKESGPG LVAPSQSLSI TCTVSGFSLT SYGVHWVROE PGKGLEWLGV
cadena pesada del IWAGGSTNYN SALMSRLSIS EKDNSESQVFL KMNSLOTDDT AIYFCARDGD
Mab 2.1029 YOTIYAMDYW GQGTSVIVSE AKTTARS
40 Region variable de la DIQMTQTTSS LESASLGDRVT ISCRASQDIS NYLNWYQQKE DOTVELLIYY
. TSRLESGVEPS RFTGSGSGTD YSLTISNLED EDIATYFCQO GKTLERTFSG
ga;jgzrgs\ ligera del Mab GTMLEIKRAD AAP
41 CDR1 de la cadena GFSLTSYGVH
pesada del Mab
2.1029
CDR2 de la cadena VIWAGGSTH
pesada del Mab
42 2.1029
43 CDR3 de la cadena DEDYGTIYAMDY
pesada del Mab
2.1029
44 CDR1 de la cadena RASQODISNYLN
ligera del Mab 2.1029
45 CDR2 de la cadena ¥YTSRLHS
ligera del Mab 2.1029
46 CDR3 de la cadena QOGKETLERT
ligera del Mab 2.1029
47 Regidn variable de la EVQLOQSGTY LARPOALVEM SCKASCYTFT SYWMHWVKQR PGQGLEWIGA
cadena pesada del IYPGKSDTRY NOKFEDKAKL TAVTSTSTAY MDLSSLTDED SAVYYCSRRY
Mab 2.55 GHNFYAMDYWE QGTSVIVSSA KTTAPS
48 Region variable de la SIVMTQTPKF LLVSAGDRVT MTCEASQSVS NDVAWYQQXP GQSPELLIYY
cadena ligera del Mab | ASPRYTGVPD RFTGSGYGTD FTLTISTVQA EDLAVYFCQQ DYSSPYTFGE
255 GTKLETKRAD AAP
49 CDR1 de la cadena GYTFTSYWMH
pesada del Mab 2.55
50 CDR2 de la cadena AIYPGKEDTR
pesada del Mab 2.55
51 CDR3 de la cadena ATYPEKSDTR
pesada del Mab 2.55
52 CDR1 de la cadena KASQSVSNDVA
ligera del Mab 2.55
53 CDR2 de la cadena YARSDRYT
ligera del Mab 2.55
54 CDR3 de la cadena QODYSSPEYT
ligera del Mab 2.55
55 Region variable de la | DVQLVESGGG LVQPGGSRKL SCARSGFTFS SFGMHWVRQA PEKGLEWVAY
cadena pesada del ITSGSGAIYY ADTVRGRFTI SRDTPEKNTLF LOMTSLRSED TAMYYCARSA
Mab 2.78 DGELDYWEQAT SVTIVSSAKTT PES
56 Regidn variable de la DIQMTQSPAS LYVSVGETVT ITCRASENIY SNLAWYQOKD GHKSPQLLVYG
cadena ligera del Mab ATNLADGVPS RFSGSGSCGTH YSLKINSLKS EDFGSYYCOQH FWGTPFTEGS
278 CTKLEIKRAD AAP
57 CDR1 de la cadena GFTFSSFGMH
pesada del Mab 2.78
58 CDR2 de la cadena Y¥ITESCGSGALY

pesada del Mab 2.78

40




ES 2718 849 T3

SEQ ID NO Descripcion Secuencia
59 CDR3 de la cadena SADGLDY
pesada del Mab 2.78
60 CDR1 de la cadena RASENIYSNLA
ligera del Mab 2.78
61 CDR2 de la cadena GATHNLAD
ligera del Mab 2.78
62 CDR3 de la cadena QHFWUGTEFT
ligera del Mab 2.78
63 Regién variable de la EVQLVESGOEGE LVQFGASLRL SCAASGFTFS SFOMHWVRQE PGRKGLEWVSY
cadena pesada del Ab | ITSGSGAIYY ADSVKGRFTI SRONAKNSLY LOMNSLRAED TAVYYCARSA
2 78 humanizado DELDYWEQET TVTVSS
(HumADb)
64 Cadena pesada de EVQLVESGEE LVQPGEGELRL SCAASGFTFE SPCOMHWVRQE PCGEGLEWVSY
HumAb 2.78 ITSGESGATIYY ADSVKGRFTI SRDNAKNSLY LOMNSLRAED TAVYYCARSA
) DGLDYWGQGT TVIVSSDVWG QGTTVIVSSA STKGPSVFPL APCSRSTSES
TAALGCLVED YFPERPVTVSW NSGALTSOVH TFPAVLOSSE LYSLSSVVTV
TSSNFGTOTY TCNVDHKPSN TKVDXIVERK CCVECPPCFA PEVAGPSVFL
FPPKPKDTLM ISRTEEVTCV VVDVSHEDPE VQFNWYVDGM EVHNAKTKPR
EEQFNSTFRV WSVLTVVHQD WLNGKEYKCK VSNKGLPAPI EKTISKTEGD
PREPQVYTLP PSREEMTKNQ VSLTCLVKGF YPSDIAVEWE SNGQPENNYE
TTPPMLDSDE SFFLYSKLTV DKSRWQQGNV FSCSVMHEAL HNHYTOKSLS
LSPGK
65 Region variable de la | DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCRASENIY SNLAWYQQOKP CKAPKLLIYG
cadena ligera del ATNLADGVES RFSGSGSGTD FTLTISSLOP EDFATYYCOH FWGTEFTEGO
HumAb 2.78 GTKVEL
Cadena ligera del DIQMTQEPSS LSASVGDRVT ITCRASENIY SNLAWYQOKP GKAPKLLIYG
HumAb 2.78 ATNLADGVPS RFSGSGSGTD FTLTISSLQP EDFATYYCQH FWGTPFTFGQ
GTEVEIKRTV AAPSVFIFPF SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PRERKVOWKY
DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT LSKADYEKHK VYACEVTHOG
LSSPVTKSFN RGEC
66
67 Regién variable de la | QVQLQESGPG LVKPSETLSL TCTVSCGFSLT SYGVHWIRQP PGKGLEWIGY
cadena pesada del IWAGGSTNYN PSLESRVTIS VDTSKNQFSL KLSSVTAADT AVYYCARDGD
HumAb 2.1029 YGTIYAMDYW GQGTLVTVES
68 Cadena pesada de QVQLQESGPE LVEPSETLSL TCTVSGFSLT SYGVHWIRQP POKGLEWIGY
HumAb 2.1029 IWAGGSTNYN PSLESRVTIS VDTSKENOFSL KLSSVTAADT AVYYCARDGD
YGTIYAMDYW GQGTLVIVSS DVWGOGTTIVT VSSASTKGPS VFPLAPCSRS
TSESTAALGC LVKDYFPEPV TVSWNSCALT SGVHTFPAVL QSSCGLYSLSS
VWTVTSENFG TOTYTCNVDH KPENTEVDKT VERKCOCOVECP PCPAPPVAGP
SVFLFPPKPK DTLMISRTPE VTCVVVDVSH EDPEVQFNWY VDOMEVHNAK
TEPREEQFHS TFRVVSVLTV VHODWLNGKE YHCKVSNKGL PAPIEKTISK
TKGQPREPQV YTLPPSREEM TENQVSLTCL VKGFYPSDIA VEWESNGQPE
NNYKTTPPML DSDESFFLYS KLTVDESRWQ QGNVFSCSVM HEALHMNHYTO
KSLSLSPGK
69 Region variable de la | DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCRASQDIS NYLNWYQQKP GHAPKLLIYY
cadena ligera del TSRLHSGVPS RFSGEGSGTD FTFTISSLOP EDIATYYCQQ GKTLPRTEGE
HumAb 2.1029 GTXVEL
70 Cadena ligera del DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCRASQDIS NYLMWYQOKE GHAPKLLIYY
HumAb 2.1029 TSRLHSGVES RFSGSGSGTD FTFTISSLOP EDIATYYCQD GKTLFRTFGQ
GTKVELKRTV AARPSVFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVOWXY
DRALOSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT LEKADYEKHK VYACEVTHQG
LSSPVTKSFN RGEC
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SEQ ID NO Descripcion Secuencia
71 Reg|c’)n variable de la EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCARSGFTFS DYGMHWVRQA PGEGLEWVSY
cadena pesada del ISSGSRTVYY ADSVKGRFTI SRONAKNSLY LOMNSLEDED TAVYYCARKH
HumAb 1.802 YHNGGYFDVWG QGTLVTIVSS
72 Cadena pesada de EVQLVESGGGE LVQPGESLRL SCAASGFTFS DYGMHWVROR FGEGLEWVEY
HumADb 1.802 ISSGSRTVYY ADSVKGRFTI SROMAKNSLY LOMNSLRDED TAVYYCARKH
YHGGYFDVWG QGTLVTVSSD VWGQGTTVIV SSASTEGPSV FELAERCSRST
SESTAALGCL VEDYFPEPVT VSWNSGALTS GVHTFPAVLGO SSGLYSLSSV
VTVTSSHNFGT QTYTCHNVDHE PSNTEVDKTV ERKCCVECEE CEAPPVAGES
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE DPEVQFNWYV DGMEVHNAKT
KPREEQFNST FRVVSVLTVV HQDWLNGKEY KCKVSNKEGLEP APIEKTISKT
KGQPREPQVY TLFPSREEMT KENQVSLTCLV KGFYFSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPMLD SDGSFFLYSK LTVDESRWOQ. GNVFSCSVMH EALHNHYTOR
SLSLSPCK
73 Region variable de la | DIVMTQSPDS LAVSLGERAT INCRASKIVS TSGYSYMHWY QQKPGQPPKL
cadena ligera del LIYLASNLES GVEDRFSGSG SGTDFTLTIS SLOAEDVAVY YCQHSRELFPP
HumAb 1.802 TFGOGTELET
74 Cadena ligera del DIVMTQSPDS LAVSLGERAT INCRASKIVS TSGYSYMHWY QQKPGQPPEL
HumAb 1.802 LI¥LASNLES GVPDRFSGSG SGTDFTLTIS SLOAEDVAVY YCOQHSRELEPR
TFEQGTKLELI KRTVAAPSVF IFPPSDEQLE SGTASVVCLL NNFYPREAKV
QWEVDNALQS GNSQESVTEQ DSKDSTYSLS STLTLSKADY EXHKVYACEV
THOGLSSPVT KSFNROEC
75 Region variable de la QVQLVESGEE LVKPGEGSLRL SCAASGFTFS DFCMHWIRQA PGHOLEWVSY
cadena pesada del SSSGCTTVYY ADSVKGRFTI SRONAKNELY LOMNSLRAED TAVYYCARAS
HumAb 1.815 YDGEYFDCWE QGTTVIVSS
76 Cadena pesada de QVRQLVESGGG LVKEPGGSLRL SCAASGFTFS DFGMHWIRQA PGHGLEWVSY
HumAb 1.815 S8SGETTVYY ADSVKORFTI SRDNAKMNSLY LOMNSLRAED TAVYYCARAS
¥YDGOGYFOOWG Q@TTVTVSSD VWGEQGTTVTV SSASTKGPSYV FPLAPCSRST
SESTAALGCL VEKDYFPEDPVT VSWNSGALTS GVHTFEAVLO SSGLYSLSSY
VTWTSSNFGT QTYTCHNVDHE PSNTEVDKTV ERKCCVECPT CEAPBEVAGES
VFLFPEKFKD TLMISRTFEV TCVVVDVSHE DEEVQFNWYV DCMEVHNAKT
KPREEQFNST FRVVSVLTVV HQDWLNGKEY KCKVSNKGLP APIEKTISKT
KGQFREPQVY TLPPSREEMT KNQVSLTCLV KGFYDSDIAV EWESNGQPEN
NYRTTPPMLD SDGSFFLYSK LTVDHESRWQ] GNVFSCSVMH EALHNHYTOK
SLBLSPGK
77 Region variable de la | DIVMTQSPDS LAVSLGERAT INCRASKSVE TSGYSYIHWY QQKPGQPPKL
cadena ligera del LIYLASDLES GVPDRFSGSG SGTDFTLTIE SLOAEDVAVY YCHHSRELPF
HumAb 1.815 TREQGETKLES
Cadena ligera del DIVMTQSPDS LAVSLGERAT INCRASKSVS TSCYSYIHWY QQKPCOPPKL
HumAb 1.815 LIYLASDLES GVPDRFSGSG SGTDFTLTIS SLOAEDVAVY YCHHSRELPF
TFGQGTKLEI KRTVAAPSVF IFPPSDEQLK SGTASVVCLL NNFYPREAKV
QWEVDNALQS GNSQESVTEQ DSKDSTYSLS STLTLSKADY EKHKVYACEV
THQGLSSPVT KSFNRGEC
78
79 Region variable de la | EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCARSGFTFS DYGMHWVRQA PGKGLEWVSY
cadena pesada del ISSGSTTLSY ADSVKGRFTI SROMAKNSLY LOMNSLEDED TAVYYCARKN
HumAb 1.846 YNGGYFDVWG QGTLVTVSES
HumAb 1.846 ISSGSTTLSY ADSVKGRFTI SRDNAKNSLY LOMNSLRDED TAVYYCARKN
YHEGYFDVWS QGTLVTVSSD VWGOSTIVTV SSASTKGPSV FPLAPCSRST
SESTAALGCL VEDYFPEPVT VSWNSGALTS GUHTFPAVLY SSGLYSLSSV
VTVTSSNFGT QTYTCNVDHE PSNTEVDKTV ERKCCVECEPR CPAFPEVAGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTFEV TCVVVDVSHE DPEVQFNWYV DGMEVHMAKT
KPREEQFNST FRVVSVLTVV HQDWLNGKEY KCKVSNEKGLE APIEKTISKT
KGQPREPQVY TLPPSREEMT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGOPEN
NYKTTPPMLD SDESFFLYSK LTVDHESRWQD GNVFSCSVMH EALHNHYTOR
SLELSFPGHK
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81 Regién variable de la | DIVMTQSEDS LAVSLGERAT INCRASKSVS ESGYSYMHWY QQKPGQPPKL
cadena ligera del LIYLASNLES GVPDRFSGSG SGTDFTLTIE SLOAEDVAVY YCQHSRVLEP
HumAb 1.846 TFCQGTKLEL
82 Cadena ligera del DIVMTQSPDS LAVSLGERAT INCRASKSVS ESGYSYMHWY QOKPGRQPPEL
HumAb 1.846 LI¥LASNLES GVPDRFSGSG SGTDFTLTIS SLOAEDVAVY YCOHSRVLEPR
TFGQGTKLEL KRTVAMRPSVF IFPPSDEQLK SGTASVVCLL NNFYEBREAKV
OWKVDNALDS GMSQESVTEQ DSKDSTYSLS STLTLSXADY EXHEVYACEV
THOGLSSPVT KSFNRGEC
90 CDR1 consenso de la | GFTFSDX,GMH
cadena pesada de la
Campana 1
91 CDR3 consenso de la | FX;¥YNGGYFDV
cadena pesada de la
Campana 1
92 CDR1 consenso de la | RASKX,VSX, SGYSYXH
cadena ligera de la
Campana 1
93 CDR2 consenso de la | LASK:LES
cadena ligera de la
Campana 1
83 NOTUM quimérica MORGVRVLLL LSLLHCAGGS EGRKTWRRRG QQPPPPPRTE AAPAAGQPVE
humana-de ratén SFPLDFTAVE GNMDSFMAQV KSLAQSLYPC SAQQLNEDLR LHLLLNTSVT
CNDGSPAGYY LEKESRGSRRW LLFLEGGWYC FNRENCDSRY DTMRRLMSSE
DWPRTRTGTG ILSSQPEENE YWWNANMYVFI BYCSSDVWSG ASSKSEKNEY
AFMGALIIQE VVRELLGRGL SCGAKVLLLAG SSAGGTGVLL NVDRVAEQLE
KLGYPAIQVR GLADSGWFLD NEQYRRSDCI DTINCAPTDA IRRGIRYWSG
MVPERCQRQF KEGEEWNCFF GYKVYPTLRC BVEVVQWLFD EAQLTVDNVE
LTGQEVOEGQ WLYIQNLGRE LRGTLKDVQA SFAPACLSHE IIIRSYWTDV
QVEGTSLPRA LHCWDRSFHD SHKASKTPME GCBFHLVDSC PWPHCONPSCE
TIRDOFTSOE MNVAQFLMHM GFDVQTVAQQ QGMEPSKLLG MLSNGH
84 NOTUM quimérica de | MGGEVRVLLL LGLLHWVGGS EGRKTWRRRG QQPPQPPPPP PLPQRAEVEP
ratén-humana GAGQPVESFP LDFTAVECGHM DSFMAQVKSL AQSLYPCSAD QLNEDLRLHL
LLNTSVTCND GSPAGYYLKE SKOSRRWLLF LEGGWYCFNR ENCDSRYSTM
RRLMSSKDWP HTRTGTGILS SQPEENPHWW NANMVFIBYC SSDVWSGASD
KSDENEYAFM GSLITQEVVR ELLGKGLSGA KVLLLAGSSA GGTGVLLMVD
RVAELLEELG YPSIQVRGLA DSGWFLDNKQ YRHTDCVDTI TCAPTEAIRR
GIRYWNGVVE ERCRROFQEG EEWNCFFGYK VYPTLRCPVF VWVOWLFDEAQ
LTVDNVHLTG QFVQESLRLY IQWLGRELRH TLKDVPASFA BACLSHEIII
RSHWTDVQVE CTSLPRALHC WDRSLHDSHK ASKTPLEGCP VHLVDSCEWP
HCHPSCETVRE DQFTGQEMNV AQFLMHMGFD MOTVACSPOSL EPSELLGMLS
HEs
85 NOTUM quimérica MGRGVAVLLL LSLLHCAGGS EGREKTWRERCG QOPPPDERTE AAPAAGODVE
humana-de ratén- SFPLOFTAVE GNMDSFMAQV KSLAQSLYPC SAQQLNEDLR LHLLLNTSVT
humana CNDGSPAGYY LKESRCSRRW LLFLECGWYC FNRENCDSRY DTMRRLMSSR
DWPRTRTGTS ILSSQPEENT YWWNBNMVFI PYCSSDVWSG ASPKSDENEY
AFMGSLIIOE VVARELLGKGL SGAKVLLLAG SSAGGTGVLL NVDRVAELLE
ELGYPSIOVR GLADSGWFLD NEKOYRRSDCI DTINCAPTIDA IRRGIRYWSG
MVPERCORQF KECEEWNCFF GYKVYPTLRC PVFVVOWLFD EAQLTVDNVH
LTGOPVQEGL RLYIQNLGRE LRHTLEDVER SFAPACLSHE IIIRSHEWTDV
QVKGTSLPRA LHCWDRSLHD SHEASKTPLK GCEVHLVDSC PWPHCONPSCE
TVRDQFTGQE MNVAQFLMHM GFDMOQTVAQP OQGLEPSELLG MLSHNGS
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86

NOTUM quimérica de
ratén- humana- de

ratén

MGGEVRVLLL
GRAGQPVESFP
LLNTSVTCND
RRLMSSKDWP
KSEKNEYAFM
RVAEQLEEKLG
GIRYWNGVWVE
LTVDENVHLTG
REYWTDVQWVE
HCHNPSCPTIR
NGH

LGLLHWVGGS
LODFTAVEGNM
GSPAGYYLKE
HTRTGTGILS
GALIIQEVVE
YPAIQVRGLA
ERCRROFQEG
QBVOEGOWLY
GTSLPRALHC
DOFTGOEMNY

EGRKTWRRRG
DSFMAOVKSL
SKGSRRWLLF
SQPEENEHWHW
ELLGRGLSGA
DSGWFLDNKQ
EEWNCFFGYK
IQNLGRELRG
WORSFHDSHK
AOFLMHMGFD

CQPPQPPFPEP
AOSLYPCSAQ
LEGGWYCFNR
NANMVEIRYC
KVLLLAGSSA
YRHTDCVDTI
VYPTLRCEVF
TLEDVOASFEA
ASKTEMEGCR
VOTVADDOGH

FLPQRAEVEP
OLNEDLRLHL
ENCDSRYSTM
SEDVWSGASS
GGTGVLLNVD
TCAPTEALRR
VVOWLFDEAQ
PACLSHEITI
FHLVDSCPWP
EPSKLLGMLS

87

NOTUM humana (A1-
46); Péptido sefal
CD33 en cursiva

MPLLLLLELL
SAQULMEDLR
FNRENCDSRY
FYCSSDVWSE
SSAGGTGVLL
DTITCAPTEA
BVEVVQWLED
SFABACLSHE
GCEVHLVDED
QOLEPSELLG

WAGALAQDPVE
LHLLLNTSVT
DTMRRLMSSR
ASSKSEKNEY
NVDRVAEQLE
IREGIRYWHNG
EAQLTVDNVE
IIIRSHWTDV
PWFHCNPSCP
MLSNGS

SFPLDFTAVE
CNDGS PAGYY
DWPRTRTGTG
AFMGALIIQE
KLGYPAIQVR
VVPERCRROF
LTGQPVQEGL
QVKGTSLEPRA
TVRDQFTGQE

GNMDSFMAQV
LKESRGSRRW
ILSSQPEENP
VVRELLGRGL
GLADSGWFLD
QEGEEWNCFF
RLYIQNLGRE
LHCWDRSLHD
MNVAQFLMHM

KSLAQSLYPC
LLFLEGGWYC
YWHNANMVE T
SGAKVLLLAG
NKQYRHTDCV
GYKVYPTLRC
LEHTLKDVER
SHEASKTPLK
GFDMQTVAQP

88

NOTUM N96D humana

MGRGVRVLLL
SFPLDFTAVE
CNDGSPAGYY
DWFRTRTGTG
AFMGALIIOS
KLGYPAIQVR
VVPERCRROF
LTOQPVOEGL
QUKGTSLPRA
TVRDOPTGQE

LSLLHCAGGS
GNMDSFMAQV
LEESRGSRRW
ILSSQPEENP
VWRELLGRGL
GLADSGWFLD
QEGEEWNCEE
RLYIQNLGRE
LHCWDRSLHD
MNVAQFLMHM

EGEETWRRRG
KSLAQSLYPC
LLFLEGGWYC
YWWNANMVET
SCGAKVLLLAG
NEQYRHTDCV
GYEVYPTLRC
LRHTLKDVPA
SHKASKTFLK
GFDMQTVAQR

QOPPPPPRTE
SAQQLNEDLR
FNRENCDSEY
PYCSSDVHSG
SSACGGTGVLL
DTITCAPTEA
BVFVWVOWLFD
SFAPACLSHE
GCPVHLVDSC
QGLEFSELLG

AADPAAGQPVE
LHLLLDTSVT
DTMRRLMSSR
ASSKSEKNEY
NVDRVAEQLE
IRRGIRYWNG
EAQLTVDNVH
ITIRSHWTDV
PWPHCNPSCPE
MLSNGS

89

NOTUM Q47-M177

humana

QPVE SFPLDFTAVE GNMDSFMAQV KSLAQSLYPC SAQQLNEDLRE
LELLLNTSVT CHDGSPACYY LKESRGSERW LLFLEGGWYC FMRENCDSRY

DTMRRLMSSRE

DWERTRTGTG

ILSEQPEENE

YWWNANM

94

NOTUM D141S

humana

MGRCGVRVLLL
SFPLDFTAVE
CHNDGSPAGYY
DWPRTRTGTG
AFMGALIIQE
ELOYPAIQVR
VW PERCREQE
LTGOPVQEGL
QVEGTSLPRA
TVRDQFTGOE

LELLHCAGGS
GNMDSFMAQV
LEESRGSERW
ILSEQFEENF
VVRELLGRGL
GLADSGWFLD
QEGEEWNCEF
RLYIQNLGRE
LHCWDRSLHD
MNVAQFLMHM

EGRKTWRRRG
KSLAQSLYPC
LLFLEGGWYC
YWWNANMVEI
SCGAKVLLLAG
NKQYRHTDCV
GYEVYPTLRC
LEHTLKDVER
SHEKASKTPLE
GFDMQTVAQR

QQPPEPPRTE
SAQQLNEDLE
FNRENCDSRY
PYCSSDVHSGE
SSAGETGVLL
DTITCAPTER
PVFVVQWLED
SFAPACLSHE
GOPVHLYDSC
GOLEPSELLG

AAPRAGQEVE
LHLLLNTSVT
STMRELMSER
ASSKSEENEY
NVDREVAEQLE
IRRCGIRYWNG
BAQLTVDNVH
ITIIRSHWTDV
PUFHCHESCPR
MLENGS

95

NOTUM S148D de

ratén

MGGEVRVLLL
GRGOFVESFP
LLNTSVTCHND
RRLMSSKDWP
KSDENEYAFM
RVAELLEELG
GIRYWSGMVE
LTVDNVHLTG
REYWIDVOQVE
HCNESCFTIR
NWGN

LGLLHWVGGS
LDFTAVEGNM
GSPAGYYLKE
HTRTETGILS
GELIIDEVVR
YPEIOVRGLA
ERCORQFKEG
CPVQEGOWLY
GTSLPRALHC
DOFTEQEMNY

EGRKTWRRRG
DSFMAQVHESL
SKGSRRWLLF
SQPEENPHWW
ELLGKGLSGA
DSGWFLDNKD
EEWNCFFGYK
IQNLGRELRG
WDRSFHDSHK
AQFLMHMGFD

QOPPQFPPEP
AQSLYPCSAD
LEGGWYCFNR
NANMVFIPYC
EVLLLAGSSA
YRRSDCIDTI
VYFTLRCEVFE
TLEDVOQASFA
RSKTPMKGCFR
VOTVAQQQOGM

PLPQRAEVEP
QLNEDLRLHL
ENCDSRYDTM
SSDVNSGASP
GETGVLLNVD
NCAPTDAIRE
VVOWLFDERQD
PACLSHEIII
FHLVDSCPWP
EPSKLLGMLS
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96

NOTUM N132A/R133A

humana

MGRGVRVLLL
SFPLDFTAVE
CHNDGSPRGYY
DWPRTRTGTG
AFMGALIIQE
KLOYPAIOVR
YWEERCRRQF

LTGORVOEGL
QVEGTSLPRA
TVRDOFTGOE

LSLLHCAGGS
GHMDSFMAQV
LEKESRGSREW
ILSEQPEENFP
VWRELLGRGL
GLADSEWFLD
QEGEEWNCFF
RELYIDNLGRE
LHCWDRSLHD
MNVAQFLMHM

EGREKTWRRRG
ESLAQSLYERC
LLFLEGGWYC
Y WHNANMVEL
SGAEVLLLAG
NEQYRHTDCV
CGYEVYPTLRC

LEHTLEDVER
SHEASKTPLEK

CFDMQTVAQP

QQPFPFPRTE
SAQOLNEDLR
PARAENCDSREY
PYCSSDVWSE
2E8AGGTGVLL
DTITCAPTER
BVFVVOWLFD

SFAPACLSHE
GCPVHLVDSC

QGLEPSELLG

AAFRAGQFVE
LHLLLNTSVT
ODTMRELMSSR
ASSHSEHNEY
NWVDRVAEQLE
IRRGIRYWHG
EAQLTVDNVH
[IIREHWTDV
FWPHCNESCP
MLENGS

97

NOTUM E134A/N135A

humana

MGRGVRVLLL
SFPLDFTAVE
CNDGSPAGYY
DWPRTRTGTG
AFMGALIIQE
KLGYPAIQVE
VVPERCRRQF
LTGQPVQEGL
OVEGTSLPRA
TVRDQFTGQE

LSLLHCAGGS
GHMDSFMAQY
LKESRGSRRW
ILSSQPEENP
VYRELLGRGL
GLADSGWFLD
QEGEEWNCEF
ELYIQNLGRE
LHCWDRSLHD
MNVAQFLMHM

EGRKTWRRRG
KSLAQELYPC
LLFLEGGWYC
YWWNANMVF I
SGAKVLLLAG
NKQYRHTDCV
GYKVYPTLRC
LRHTLKDVEA
SHEKASKTPLK
GFDMQTVAQE

QQPPPPPRTE
SAQOLMEDLR
FNRAMCDSRY
PYCSSDVWSG
SSAGGTGVLL
DTITCAPTER
BVFVVOWLFD
SFAPACLSHE
GCPVHLYDSC
QGLEPSELLG

ARPRAGQOEVE
LHLLLNTSVT
DTMRRLMSSR
ASSKSEKNEY
HNVDREVAEQLE
IRRGIRYWNG
EAQLTVDNVEH
ITIRSHWTDV
PWPHCONPSCPR
MLSNGS

98

NOTUM D137A/R139A

humana

MGRGVRVLLL
SFPLDFTAVE
CNDGSPAGYY
DWERTRTGTG
AFMGALIIQE
KLOYPAIQVR
VVPERCRROF
LTGOPVQEGL
QVEGTSLERA
TVRDQFTGQE

LSLLHCAGGS
GNMDSFMAQY
LEESRGSRRW
ILSSQFEENF
VVRELLGRGL
GLADSGWFLD
QECEEWNCFF
RLYIQNLGRE
LHCWDRSLHD
MHVAQELMHM

EGRKTWRRRG
KSLAQSLYBC
LLFLEGGWYC
YWHHANMVE I
SGRKVLLLAGC
NKQYRHTDCV
GYEVYPTLRC
LRHTLKDVEA
SHEASKTPLK
GFDMQTVADF

QOUFPPFFFRTE
SAQQLNEDLR
FNRENCASRY
PYCSSDVWSG
S5AGGTGVLL:
DTITCAFTEA
PVFVWVOWLFD
SFAPACLSHE
GCFVHLVDSC
QELEPSELLG

ARPAMGOFVE
LHLLLNTSVT
DTMRRLMSSR
ASSHKSEKNEY
NVDRVAEQLE
IRRGIRYWNG
EARQLTVDNWH
ITIRSHWTDV
PUPHCNPSCP
MLSNGS

99

NOTUM R144A/R145A

humana

MGRGVRVLLL
SFPLDFTAVE
CNDGSPAGYY
DWERTRTGTG
AFMCALIIQE
KLGYPATQVR
VVPERCRROF
LTGRQPVQEGL
CGVKGTSLPRA
TVRDQFTGQE

LSLLHCAGGS
GNMDSFMAQV
LKESRGSREW
ILSSQFEENF
VVRELLGRGL
GLADSGWFLD
OEGEEWNCEF
RLYIQNLGRE
LECWDRSLHD
MNVAQFLMHM

EGRKTWRRRG
KSLAQSLYPC
LLFLEGGWYC
YWHNANMVFI
SOAKVLLLAG
NEQYRHTDCV
GYKVYPTLRC
LEHTLEDVER
SHKASKTPLK
GFDMQTVADE

QUFPFFFRTE
SAQQLNEDLR
FNRENCDSRY
PYCSSDVWSG
55AGGTGVLL
DTITCAFTEA
PVFVVQULFD
SFAPACLSHE
GCBVHLVDEC
QGLEFSELLG

ARPAAGOPVE
LELLLNTSVT
DTMAALMSSRE

‘ASSKSEKNEY

NVDRVAEQLE
IRRGIRYWNG
EAQLTVDNVH
IIIRSHWTDYV
PWEHCHEBSCE
MLSNGS

100

NOTUM R150A/D151A

humana

MGRGVRVLLL
SFPLDFTAVE
CNDGSPAGYY
AWPRTRTGTG
AFMGALIIQE
KLAYPATIQUR
VVPERCRRQF
LTGQPVOEGL
OVEGTSLERA
TVRDQFTGQE

LSLLHCAGGS
GNMDS FMAQV
LEKESRGSRRW
ILSSOQPEENE
VVRELLGRGL
GLADSGWFLD
QEGEEWNCFF
RLYIQNLGRE
LHCWDRSLHD
MIVEQFLMHM

EGRKTWRRRG
KSLAQSLYPC
LLFLEGGWYC
YHWHNANMVET
SGAKVLLLAG
NEQYRHTDCV
GYKVYPTLRC
LEHTLEDVER
SHEASKTPLEK
GFDMQTVAQPE

OOPPPPPRTE
SAQOLNEDLR
FNRENCDSRY
PYCSSDVWSG
SSAGGTEVLL
DTITCAPTER
BPVFVVOWLFD
SFAPACLSHE
GCPVHLVDSC
QGLEPSELLG

BAPARGORVE
LHLLLNTSVT
DTMRRLMSSA
ASSKSEKNEY
NVDRVAEQLE
IRRGIRYWNG
EAQLTVDNVH
IIIRSHWTDV
PWEHCHNESCE
MLSNGS

101

secuencia de

polinucleétidos de la
region variable de la
cadena pesada de

1.802

ATGGACTCCA
CCAGTGTGAG
GAGGGTCCCT
TATGGAATGC
TGCATATATT
AGGGCCGATT
CRAATGACCA
CGAAACATTAC
TCACCGTCTC
CCTGGATCTG

GGCTCAATTT
GTGCAGCTEE
GAAARCTCTOC
ACTEETTTCG
AGTAGTGGCA
CACCATCTCC
GTCTGAGGETC
ARCGECTGGAT
CTOARGCCARAR
CTGCCCAARD

AGTTTTCCTT
TGEAGTCTGEG
TGTGCAGCCT
TCAGGUCTCCA
GTAGRACCGT
AGAGACAATG
TGAGGACLCG
ACTTCGATGT
ACGACACCCC
TANCTCCATG

GTCCTTATTT
GGGAGGTTTA
CTEGATTCAC
GRGARGEGGC
CTACTATGCA
CCAAGAACAC
GCCATGTATT
CTGGGGUACA
CATCTGTOT

GTGACCOTES

TARARMGGTGT
GTGARGCCTG
TTTCAGTGAC
TGEAGTGGET
GACACACTGAR
CCTGTCCCTG
ACTGTGCGAC
GGGACCACGSG
TCCACTGGCC
GATGC
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102 secuencia de ATCCTCTCTT CCAGCTCTCA GRGATGGAGAR CAGACACACT CCTOTTATGG
poIinucIec')tidos dela GTACTGCTGC TCTGOGTTCC AGGETTCCACT GOTGACATTCS TGOTEACACH
region variable de la GTCTCCTGOT TOCTTAGCTE TATCTCTSGE GCAGAGCGSCC ACCATCOTCAT
cadena Ia ligera de GCAGGGCCAG CRAMATTOTC AGTACATCTO GOTATAGTTA TATCCACTIC
1802 TACCARCACA ARCCAGGACA GCCGCCCAAA CTCOTCATCT ATCTTGCATC
: CARCCTAGAA TCTSGECTCC CTECCAGOSTT CAGTGGCAGT GOGTOTGGSA
CAGACTTCAC COTCAACATC CATCCOTGTES AGGAGCAGGR TGOTRCALSC
TATTACTETC AGCACAGTLAG GEAAGCTTCOT COCACGTTOR GCTCOEECAT
RAAGTTGGAA ATAARAACGEE CTGATGCTGC ACCAACTGTA TCCATCOTTOC
CACCATCCAG TGAGCAGTTA ACATCOTGGAS GT
103 secuencia de TCTGACAGAS GAGCCAAGCC CTGGATTCCC AGCTCCTCAC ATTCAGTCAT
polinuclectidos de la CAGCACTGRA CACAGACCAC TCACCATOSGE CTCCAGSCTC AATTTAGTTT
region variable de la TCOTTGTCCT TATTTTAAMR GOTGTCCAGT GTGATGTGCA ACTGCTGGAA
cadena pesada de TCTGGGGGAG GCTTAGTGCA GCCTGGAGGE TCCCGGARAC TCTCCTGTGE
AGCCTCTGGA TTCACTTTCA GTSACTTTGS AATGCACTGES GTTCOTCASS
1.815 CTCCAGAGAA GGGGCTGGAG TAGGTCGCAT ACAGTAGTAG TGECGGTACT
ACCGTCTACT ATGCAGACAC GGTGARGGREC CSACTCACCOC TCTCCAGAGA
CAATTCCAAG ARCACCCTGT TCCTGGARAT GACCAGTCTA AGGTCTGAGS
ACACGGCCAT GTATTACTST GCAAGAGCET CCTATGATCS AGGSTACTTT
GACTGCTGGS GCCAAGGCAC CTCTCTCACA GTCTCCTCAG CCAARRCGAC
ACCCCCATCT GTCTATCCAC TGGCCCCTGE ATCTGCTGCC CAAACTAACT
CCATGGTGAC CCTGEGGATGC
104 secuencia de ATCCTCTCOTT CCRAGCTOTCR GAGATGGRGRE CAGACRCACT CCTGTTATGE
polinucledtidos de la GTACTGCTGC TOTGGGETTCC AGETTCCACT GGTGACATTE TGOTGACACA
region variable de la GTCTCCTGCT TCCTTAGCTG TATCTCTGGGE GUAGAGGGCC ACCATCTCAT
cadena ligera de 1.815 CAGGGCCAC CAARAGTGTC AGTACATCTG GCTATAGTTA TATACACTOG
TACCAACAGR AACCAGGACA CCCACCCAAA CTCOTCATCT ATCTTGCATC
CGACCTAGAR TCTGGGGTCC CTSCCAGSTT CRATGGCAGT GGATCTAGGR
CAGCCTTCAC CCTCAACATC CATCCTOTCG ACGAGGAGGRE TGCTGCRACE
TATTACTGTC ACCACAGCTAG SCAGCTTCCA TTCACGTTCS GOTCGGAGRRD
ARAGTTGGAR ATAARACGGE CTGATGCTGC ACCAACTGTA TCCATOTTCC
CACCATCCAS TGASCAGTTA ACATCTOGAG GTOCCTCAGT CGTGTGC
105 secuencia de AGAGGAGCCA AACCCTGGAT TCCCAGGTCC TCACATTCAG TGATCAGCAC
polinuclectidos de la TGALCACAGA CCACTCACCR TGGACTCCAG GOTCAATTTA GTTTTCCTTG
region variable de la TCCTTATTTT AAAAGGTGTC CAGTGTOAGE TGCAGCTGGT CGGAGTCTGGS
cadena pesada de GOAGACTTAG TGAAGCCTGE AGGGTCCCTG AARACTOTCCT GTGCAGCCTC
1846 TOGATTCACT TTCAGTGACT ATGGRATCGCA CTGGCTTCCT CAGGCTCCAG
: AGRAGGGGOT GGASTGGGTT GCATATATTA GTAGTGGCAC TACTACCOTC
TCOTATGCAA ACACAATGAR GGGCCGATTT ACCATCTOCA GAGACARTCC
CAAGARRACC CTETCCCTGC ARATGACCAG TCTGAGSTCT GAGGACACGE
CCATTTATTA CTGTGCGCGG ARAAMRTTACA ACGETGETTA CTTCGATGTC
TOGCECACAG GGACCACGST CACCGTCTCC TCAGCCARAR CAACACCCCC
ATCAGTCTAT CCACTSGCCC CTGGETSTSS AGATACRAACT GGTTCCTOTR
TGACTCTEGEE ATGCCTGGTC AAGGS
106 secuencia de ATCCTCTCTT CCAGCTCTCA GACATOGACA CAGACACACT CCTGTTATGGE
polinucledtidos de la GTACTECTGC TOTEGETTOC AGETTCCACT GGTGACATTG TGCTGACACH
region variable de GTOTCOTGOT TOCTTAGTTG TATCOTCTGGG GCRGAGGGECC ACCATCOTCAT
cadena la ligera de GCAGGGCCAG CAAMAGTGTC AGTGRATCTG GCTATAGTTA TATGCACTSG
1846 TACCAACAGA BACCAGGACA GCCACCCARR CTCCTCATCT ATCTTGCATC
- CARCCTAGRG TCTGGGGTCC CTGCCAGGTT CAGTGGCAGT GCGTCTGGSA
CAGACTTCAC COCTCAACATC CATCCTETGS AGCAGGGGGEA TOCTACARCC
TATTACTGETC AGCACAGTAG GGTCCTTCCT CCCACGTTCG GCTCGGGGAC
AARGTTGGAR ATARAACGGG CTGATGCTGC ACCAACTGTA TOCATOTTOC
CACCATCCAG TGAGCAGTTA ACATCTGGAG GTGC
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SEQ ID NO Descripcion Secuencia
107 secuencia de GACAGAGGAG CCAAGCCCTG GATTCCCAGG TCCTCACATT CAGTGATCAG
poIinucIec')tidos dela CACTGAACAC AGACCACTCA CCATGGRCITC CAGSOTCAAT TTASTTTTOC
region variable de la | TTGTCCTTAT TTTARAAGGT GTCCAGTGTG ATGTGCAGCT GGTGGAGTCT
cadena pesada de GGGGGAGGCT TAGTGCAGCC TGGAGGGETCOC CGGARACTCT CCTGTGCAGT
CTCTGGATTC ACTTTCAGTA GCTTTGGECAT GCACTGGGTT COTCAGGCTC
2.78 CAGAGARGGE ACTGGAGTGCE GTCGCATACA TTACTAGTGS CAGTGSTGCC
ATCTACTATG CAGACACAGT GAGGGGCCGA TTCACCATCT CCAGAGACAC
TCCCAAGRAC ACCCTGTTCC TGCAGATGAC CAGTCTARAGE TCTGAGGACA
CGGCCATGTA TTACTGTGCA AGATCGGCTG ATGGTTTGGA CTACTGGOGT
CRAAGGAACCT CAGTCACCGT CTCCTCAGCC ARAACARCAC CCOCCATCAGT
CTATCCACTG GCCCCTGGGT GTGGEAGATAC RACTG
108 secuencia de CAGCCTCACE CTGATCACAC ACAGACATGA GTOTEGCCOAC TCAGGTCOTG
polinucledtidos de la | SGSTTGCTSC TGCTGTGGCT TACAGATGCC AGATGTGACA TCCAGATGAC
region variable de la | TCAGTCTCCA GCCTCCCTAT ATGTATCTGT GGGAGARACT GTCACCATCA
cadena ligera de 2.78 | CATGTCGAGC AAGTGAGRAT ATTTACAGTA ATTTAGCATG GTATCAGCAG
ARACAGGGAA BATCTCCTCA GCTCCTGGTC TATGGTGCAR CABACTTAGT
AGATGGTOTG CCATCAAGGT TCAGTGGCAG TGGATCAGGC ACACAGTATT
COOTCARGAT CAACAGCOTG AAGTCTGAAG ATTTTGGGAG TTATTACTST
CAACATTTTT GGGGTACTCC ATTCACGTTC GEOTCGGGGA CARACTTGOR
AATABRARCOGE GCTGATGOTG CACCAACTGT ATCCATCTTC CCACCATCCR
GTGAGCAGTT AACATCTGGR GGTGCCTCAG TCGTSTEC
109 secuencia de ATCTCCTCAC TAGAGBCCCCC ATCAGAGCAT GGCTSTCCTG GTGOTATTOC
: » TETEOCTSET TECATTTCOCA AGCTOTGTCC TETCOCAGGST GCAGCTGRAG
fgg;'igic\lg?it;%?: gs II: GAGTCAGGAC CTGGCCTEGT GGCGCCCTCA CAGAGCCTGT CCATCACTTS
CACTGTCTCT GGGTTTTCAT TAACCAGCTRE TGGTGTACAC TEGETTCGCC
cadena pesada de AGCCTCCRGG ARAGGGTCTG GAGTGGOTES GAGTAATATG GGCTGGTGGA
2.1029 AGCACAAARTT ATARTTCGGC TCTCATGTCC AGACTGAGCA TCAGCARAGA
CAACTCCARG AGCCAAGTTT TCTTARAAAT GAACAGTCTG CAARCTGATG
ACACAGCCAT CTACTTCTGT GCCAGAGATG GCGACTACGG TACTATCTAC
GCTATGGACT ACTGGGGTCA AGGAACCTCA GTCACCGTCT CCOTCAGCCRA
ARCARACAGCC CCATCGGTCT ATCCACTGSGC CCOTGTGTGT COAGATACAA
CTGECTCOTC GGTGACTCTA GGATGOCTGS TCAAGS
110 secuencia de TTGAAGTCA AGACTCAGOC TGGACATGAT GTCCTCTGCT CAGTTCOCTTS
polinuclestidos de la GTCTCOTGTT GOTCTGTTTT CARGGTACCH GATGTGATAT CCAGATGACA
regién variable de Ia CAGACTACAT CCTCCCTGTC TGCCTCTCTG GGAGACAGAG TCACCATCAG
cadena ligera de TTGCAGGGCA AGTCAGGACA TTAGCAATTA TTTARACTCE TATCAGCAGA
51029 ARCCAGATGG AACTGTTARR CTCCTGATCT ACTACACATC AAGATTACAC
: TCAGGAGTCC CATCARGGTT CACTGGCAGT GGGTCTGGAR CAGATTATTC
TCTCACCATT AGCAACCTGG AGCARGAAGA TATTGCCACT TACTTTTGCC
ARCAGGCETAR ARCGCTTCCT CGGACGTTCS CGTGGAGGCAC CATGCTGGAR
ATCARACGGES CTGATGCTGC ACCAACTGTA TCCATCTTOC CACCATCCAG
TGRGCAGTTA ACATCTGGAG GTGCCTCRGT COTGTGE
111 secuencia de gaggtgcagae tggtggagag cggcggcggc ctggtocagoe cocggoggoag
polinucledtidos de la | S€t9agacty agctgegeeg ccageggctt caccticage agetteggea
regién variable de la | ©9<3ctg99t gagacaggee cccggeaagg goctggagta ggtgagerac
cadena pesada de Ab atcaccagcg gcagcggcgc Catctac‘t—ac gccgacagcg tgaagggﬂag
2.78 humanizado acagcctgag agocgaggac accgcCgtgr actactgcge cagaagogoc
(HumADb) gacggeoctgg actactgggg coagggoacc accgtgaccg tgageage
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SEQ ID NO

Descripcion

Secuencia

112

secuencia de
polinucleétidos de la
cadena pesada de
HumAb 2.78

ATCCGTACTC
TCARRGCGGAC
GCGGCAGCCT
TTCGGCATGC
GAGCTACATC
AGGGCRGATT
CACATGARCA
ARGOGOCEAD
GUAGCGATGT
ACCARCGGECC
COAGAGCACH
CGGETGACGET
TTCCOGGEOTG
GACCGTGACC
ATCACAAGCC
TETETCOGAGT
CTTCCTCTTC
CTGAGGTCAC
CAGTTCAACT
GOCGCGOGAG
CCGTCCTGCR
TCCRACERRG
AGGGCAGCCC
AGATGACCRR
CCCAGOGACA
CTACAAGACC
ACAECARGCT
TCATGCTCCG
CCTCTCCOTS

TGGCTATCCT
GTGCAGCTGG
GAGACTGAGC
ACTCGGTGAS
ACCAGUGGCA
CACCATCAGC
GUCTGAGAGC
GECCTGGACT
GTGEEECCAS
CATCGGTCTT
GCGGECCCTGE
GTCGETGGARD
TCCTACAGTC
TCCAGCAACT
CRGCAACACC
GCCCACCGTG
CCCCCAARRMC
GTGCGTGETS
GGTACGTGGA
GAGCAGTTCA
CCAGGRCTGE
GCCTCCCAGT
CEAGRACCTAC
GAACCAGGETC
TOGCCETGEGA
ACACCTCCCA
CACCETGGAC
TGATGCATGA
TCTCCGGGTA

TGCAGCTATT
TGGAGAGCGG
TGCGCOGTCR
ACRGGOCCCC
GCGGCGCCAT
AGAGACRACG
CGAGGACACC
ACTGGGGOCA
GOEOACCACCR
COCCOTEEOG
GCTGCOTGGT
TCAGGCGOTC
CTCAGGROTC
TCGECACCCA
RAGGTGGACA
CCCRGCACCA
CCRAGGACAC
CTEEROCTGH
CGGCATGEGAG
ACAGCACGTT
CTGRACGGCA
CCCCATCGAG
AGGTGTACAC
AGCCTGACOT
GTORCAGAGC
TGCTGEGROTC
ARGAGCAGGT
GGCTCTGCAC
AATGR

CTGCTTETTE
CGECGGCCTS
GCGGCTTCAC
GECARAGGECT
CTACTACGCC
CCARGAACAG
CGOOGETETACT
GEGCACCACC
TGACCGTGRG
COCTGOTCCA
CRAGGACTAC
TEACCAGCGSE
TACTCCCTCA
GRCCTACACC
RGRCAGTTGA
CCTGTGGCAG
CCTCATGATC
GUCACGARGR
GTGCATALTG
CCOTGTGETC
RAGGAGTMRCAR
AARMCCATCT
COTGOCCCCA
GCUTGATCAR
AATGOGCAGT
CRACGGCTOC
GOCAGCAGGG
ARCCACTACA

CACTGECRAGGT
GTGCAGCCCG
CTTCAGCAGT
TGCAGTGGET
GACAGCGTGA
CCTGTACCTG
ACTGEOGCCAG
GTGACCGTGA
CAGCGCGTCG
GGAGCACCTC
TTCCCCGARAC
CGTGCACACC
GCAGCGTGGT
TGCAACGTAG
GCGCRARATET
GACCGTCAGT
TCCCGGACCC
CCCCGAGGTC
CCRRCGACARDR
AGCGTCCTCA
GTGCAAGETC
CCARRACCAR
TCCCGGGAGE
AGGCTTCTAC
CEGAGARCRA
TTCTTCCTCT
GRACGTCTTC
CACAGARGAG

113

secuencia de
polinucleétidos de la
region variable de la
cadena ligera de
HumAb 2.78

gacatccaga
cagagtgacc
cctggtacca
gocaccaacc
cggcaccgac
ccacctacta
ggcaccaagyg

tgacccagag
atcacctgca
gcagaagooc
tggccgacyg
tbcacccbga
ctgccageoac
tggagatec

ccocagcage
gagccagcga
ggcaaggcce
cgtgcocage
ccatcagcag
ttctagagca

ckgagcgoca
gaacatctac
cocaagobget
agattcagocg
cectgcagece
cocococticac

gcegtgggega
agcaacctgg
gatcbtacggo
geageggcag
gaggacktbcg
cttocggccag

114

secuencia de
polinucleétidos de la
cadena ligera de
HumAb 2.78

ATGAARAATCC
TTGGGECAGAC
TGEGCGACAG
ARCCTGGCCOT
CTACGGCGECC
CCOGCRGTGE
GACTTCGCCA
CHEGUCAGGEC

TCTTCATCTT
GTTGTGTGCC

GAAGGTGGAT
AGCAGGACAG
AGCAARGCAG
TCAGGGCCTG
GA

TGATTCTCGG
ATCCAGATGAR
AGTGACCATC
GETACCAGCA
CCRACCTGSG
CACCSACTTC
COCTRCTACTG
ACCARGGTGE
CCOGCCATCT
TCCTGAATAA
AACGCCCTCC
CAAGGARCRAGC
ACTACGAGAA
ACCTCGCCCG

TATCTTCCTG
COCAGAGCCC
ACCTGCAGRRG
GAAGCOCGGC
COGACGEOGT
ACCCTBACCR
CCAGCACTTC
RGATCRBACG
GATGRGCAGT
CTTCTATCCC
AATOGGGTAR
ACCTACAGCC
ACACARACTC
TCACAAAGAG

TTTCTCTGTT
CAGCAGCCTG
CCAGCGAGHR
AAGGCCCCCA
GCCCAGCACH
TCRGCAGCCT
TGEGECACCC
TACGGTGGCT
TGAARTOTEEG
AGRCAGGCCA
CTCCCAGGAG
TCAGCAGCAC
TACGCCTGCG
CTTCAACAGE

CTACTCCREC
AGCGCCAGCG
CATCTACAGC
AGCTGCTGAT
TTCAGCGGCA
SUMGTCCGRG
CCTTCACCTT
GCACCATCTG
ALCTECCTOT
AAGTACAGTG
AGTGTCACRG
CCTGACGCTG
ARGTCACCCA
GGAGAGTGTT

115

secuencia de
polinucleétidos de la
region variable de la
cadena pesada de
HumAb 2.1029

caggtgcage
cctgagootyg
tgcactggat
atctgggaccg
gaccatcagc
gocgtgaccgc
tacggcacca
cgtgageage

tgcaggagag
acctgoaccyg
cagacagecc
gocggcageoac
gtggacacca
€gcegacacce
tctacgccat

cggcoecgyc
tgagcggcht
cccggraagy
caactacaac
gcaagaacca
gocgtgtact
ggactactgg

ctggtgaagc
cagcctgace
gcctggaghtg
cccageoctga
gttcagecctg
actgcgocag
ggccagggca

ccagegagac
agctacggey
gatcggcegryg
agagcagagt
aagrotgagea
agacggcgac
ccctggtgac
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SEQ ID NO
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Secuencia

116

secuencia de
polinucleétidos de la
cadena pesada de
HumAb 2.1029

ATGCGTACTC
TCARGCGCAG
GUGAGACCCT
TACGGCETGC
CGGCGTGATC
GUCACGAGTGAC
CTGAGCAGCGE
CGGCGACTAC
TEGETGACCGET
BGCAGCACET
CAGGAGCACC
ACTTCCCCGA
GGCGTGCACA
CAGCRECETSG
CCTGCARCGT
GAGCGCAAAT
BGCGRCCGTCA
TCTCCCGGAC
GACCCCOGAGE
TECCAMGACA
TCAGCETCOT
AACTOCARGE
CTCCRAARCC
CATCCCGGEGA
ARAGGCTTCT
GCCGGRGARC
CCTTCTTCCT
GGGAACGTCT
CACRCRGRRG

TGGECTATCCT
GTGCAGCTGC
GAGCCTGACC
ACTGGATCAG
TEGEECCGE0E
CATCAGCETG
TGACCGCOGT
GGCACCATIT
GRAGCAGCGAT
COACCAAGES
TCOGAGAGCA
ACCGOTCGACG
CCTTCOCGGEC
GTGACCSTGA
AGATCACARG
GTTGTETCCGA
GTCTTCCTCT
CCCTGAGGTC
TCCAGTTCARA
ARGOCGOGGEE
CACCOTOETSG
TCTCCARCAR,
ARAGEECAGC
GORGARTGACC
ACCCOCAGCGA
AACTACAAGR
CTACAGCARG
TCTCATGCTC
AGCCTCTCCC

TGCAGCTATT
AGGAGAGCGG
TGCACCGTGA
ACAGCCOCCCC
GCAGCACCAR
GACACCAGCA
CGRCRCCGCC
ACGCCATGGA
GTETGEERECC
CCCATCGETC
CAGCEGCCCT
CGTGETCETCER
TETCCTACAS
CCTCCAGCAR
CCCAGCRACHE
GTGCCCACCE
TCCCCCCAAR
ACGTGECGTGE
CTGGTACGTC
AGERGCAGTT
CACCAGGACT
AGGCCTCCCA
CCCGAGRACT
BAGARCCRGE
CATCGCCOGTS
CCACACCTCC
CTCACCGTEG
CGTGATGCAT
TGETCTCOGGE

CTGCTTGTTG
CCCCGGCOTE
GOGGCTTCAG
GOCARGGGECC
CTACAACCCC
AGRACCAGTT
GTGTACTACT
CTACTGGGGC
RAGGGCACCRC
TTCCCCCTGE
GGGCTGCCTG
ACTCAGGCGC
TCCTCAGGAC
CTTCGECRCC
CCRRGETGGA
TGCCCAGCAC
ACCCAAGGAC
TGETEGACGET
GRCGGCATOG
CAACAGCACG
GGCTGAACGS
GCCCOCCATCG
ACAGETGTAC
TCAGCCTGARC
GAGTGGGAGA
CATGCTGGAC
ACAAGAGCAG
GAGGCTCTGC
TAMTGA

CACTGCAGGC
GTEARCCCCA
CCTOACCAGC
TGGERGTGGEAT
AGCCTGARGA
CAGCCTGARG
GCGCCAGAGR
CRAGGGCACCC
CETCGACCGTG
CGOCCTECTC
GTCARGGACT
TCTGACCAGC
TCTACTCCCT
CRGACCTAC

CAMBCACAGTT
CACCTGTGGC
ACCCTCATGA
GAGCCACGAR
AGCTGCATAR
TTCCOTETGE
CARGGAGTAC
AGRARKCCAT
ACCCTGCCCC
CTGCCTEETC
GCAATGGGCA
TCOGACGGCT
GTGGCAGCAG
ACARCCACTA

117

secuencia de
polinucleétidos de la
region variable de la
cadena ligera de
HumAb 2.1029

gacatccaga
cagagtgaca
actggtacca
accagcadgac
cggcacogac
cocacctacta
ggcaccaagyg

cgacccagag
atcacctgea
geagaageocco
tgcacageogg
Ltcaccttca
ctgccagcag
tggagate

coocagcage
gagoccagoca
ggcaaggoos
cgtgooccage
ceatcagcag
ggcaagaceo

ctgagcgcca
ggacatcagc
coaagotget
agattcagcyg
cotgragoeo
tgccocagaac

gcgtgggcga
aactacctga
gatctactac
goageggcag
gaggacatcg
cttoggogge

118

secuencia de
polinucleétidos de la
cadena ligera de
HumAb 2.1029

ATGRARATCC
TTGEGCAGAC
TEGGCGACAG
TACCTGARCT
CTACTACACC
GCGGCAGTGG
GACATCGCCA
CGGCGEOGEET
TCTTCATCTT
GTTGTGTGECC
GRAAGGTGGAT
AGCAGGACRG
AGCAMAGORG
TCAGGGCCTE

Gh

TGATTCTCGEG
ATCCAGATGA
AGTGACCATC
GGTACCAGCH
AGCAGACTGC
CACCOGACTTC

CTACTACTG
ACCAAGETGG
CCCGCCATCT
TGCTGARTAA
AACGCOCTCC
CAMGGACAGT
ACTACOAGAR
AGCTCGCOCCG

TATCTTCCTG
COCAGAGOOD
ACCTGCAGAG
GRAGCCCGGET
BCAGCGGCET
ACCTTCRCCA
CCAGCAGGGT
AGATCARACG
GRTGRAGCAGT
CTTCTATCCC
ALRTCEGETAA
ACCTACAGCC
ACACARRAGTC
TCACARAAGAE

TTTCTCTGTT
CAGCAGCCTG
CCAGCCRGGR
RAGGCCCCCA

COCAGCAGA
TCAGCAGCCT
ARGRACCCTGC
TACGGTGGCT
TGEARATCTGG
AGRGAGGCCA
CTCCCAGGRAG
TCAGCAGCAC
TACGOCTGCG
CTTCAACAGE

CTACTCCAGT
AGCECCAGCG
CATCRGCARD
AGCTGCTGAT
TTCAGCTGGECA
GCAGCCCOGAG
CCAGARCCTT
GCACCATCTG
ARCTGCCTLCT
AAGTACAGTC
AGTGTCACAG
CCTGACGCTG
ARGTCARCCCA
GGAGAGTGETT

119

secuencia de
polinucleétidos de la
region variable de la
cadena pesada de
HumAb 1.802

gaggtgcagoc
coctgagactyg
Lgcactgggt
atcadcagcecyg
attcaccatc
acagectgag
tacaacggcg
gagcagc

tggtggagag
agctgcgoeg
gagacaggcc
gcagcagaac
agcagagaca
agacgaggac
getactrega

ngcggcgg{:
ccagoggcott
ccocggoaadyg
cgtgtactac
acgccaagaa
accgeoogtge
cgtgtggage

ctggtgeage
cacctteade
gccrggageg
gccgacageg
cagcctgtac
actacktgecge
cagggoaces

ccggeggeag
gactacggca
ggrtgagctac
tgaagggcag
ctgcagatga
cagaaagcac
tggtgacogt
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120

secuencia de
polinucleétidos de la
cadena pesada de
HumAb 1.802

ATGCGTACTC
TCAAGCGGAG
GOGGECAGCCT
TACGGCATGC
GAGCTACATC
ACGGGCAGATT
CAGATGARCR
ARMICACTAC
TGACCGTGRAG
AGCGCGTCGA
GAGCACCTCC
TCCCOGRACC
GTGCACACCT
CAGCGTGGTE
GCAARCGTAGR
CECAAATGETT
ACCGTCAGTC
CCOGGACCCC
COCGAGGTCC
CARGRCAARG
GCGTCCTCAC
TGCAAGGTCT
CAAARCTARR
COCGGGAGGA
GGOTTCTACC
GGAGARCARDT
TCTTCCTCTA
ARCSTCTTCT
ACAGARAGARGC

TGGCTATCCT
GTGCAGCTGS
GAGACTGAGC
ACTGGGTGAS
AGCAGCGGCA
CACCATCAGT
GOCTGAGAGA
AARCGGCGECET
CAGCGRTGTS
CCRARAGGGCCC
GAGAGCACRAG
GOTGACSETS
TCCCGGCTST
ACOGTGACCT
TCACAAGCCC
GTGTCGAGTS
TTCCTCTTCC
TGAGGTCACS
AGTTCARCTG
COGOGGEGAGG
CGTOGTGCAC
CCAACARRMGG
GGGCAGCCCC
GATGACCRAG
CCAGCGACAT
TACAAGACCH
CAGCAMICTC
CATGCTCCGT
CTCTCCCTGT

TGCAGCTATT
TGGAGRAGCGG
TGCGCCGCCA
BCAGGCCCCC
GCAGARCCGT
AGAGACARCG
COAGGACACCT
ACTTCGACGT
TGGGECCAGS
ATCGGETCTTC
CGGCCCTGGGE
TCGTGGARCT
CCTACAGTCC
CChGCAACTT
AGCAACACCH
CCCACCGTSC
CCCCARARCC
TGCGTGGTGG
GTACGTGGAC
AGCAGTTCAR
CAGGACTGGC
CCTCCCAGCC
GAGARCCACH
ARACCAGOTCA
CGUOGTGGAG
CACCTCCCAT
ACCGTGGACHA
GATGCATGAG
CTCCGGETAR

CTGCTTGTTG
CGGCGGOCTG
GOGGCTTCAC
GGCAMGGECT
GTACTACGCC
CCARGAACAG
GCCOGTGTACT
GTGEGGCCAS
GCACCRCCGT
COCCTGGCGC
CTGCCTEGTC
CRGGCGCTCT
TCAGGACTCT
COGCACCCAG
AGGTGGACAR
CCAGCACCAC
CAAGGACARCT
TGCACGTCEAC
GGCATGEAGG
CAGCACGTTC
TGAACGGCAR
CCCATCGAGR
GGTGTACACC
GCCTGACCTG
TGOGAGAGCA
GCTGGACTCC
RGAGCRGGTG
GCTCTGCACA
ATGE

CACTGCAGEC
GTGCAGCCCG
CTTCAGCGAC
TEGAGTGGET
GACARGCGTGA
CCTGTACCTG
ACTGCGCCRG
GGCACCCTEG
GACCGTGAGC
CCTGCTCCRG
ARGGACTACT
GACCAGCGGC
ACTCCCTCAG
ARCCTACACCT
GACRGTTGAG
CTGTGGCAGG
CTCATGATCT
CCACGARGAC
TOCATAAMTAC
COTOTGGTCA
GGEAGTACARG
ABACCATCTC
CTGCCCCCAT
CCTGGTOARA
ATGGGCAGCC
GRCGGCTCCT
GCAGCRGGGSE
ACCACTACAC

121

secuencia de
polinucleétidos de la
region variable de la
cadena ligera de
HumAb 1.802

gacatcgtaa
gagagccace
acagctacat
ctgatctace
cggcagcgge
cocgaggacgt
accbteggeo

tgacccagag
atcaactgeca
gcactggtac
tggccagoaa
agcggoaccg
ggocogogtac
agggcaccaa

coctgacageo
gagecagoaa
cagcagaage
cctggagage
acttcaccct
tactgocoageo
gokbggagate

ckggcocogtga
gatcgtgage
cocggocagoc
ggogtgoocyg
gaccatcage
acagcagaga

goctgggoga
accagocggct
ccocaagetg
acagattcag
agcotgoagyg
getgococooe

122

secuencia de
polinucleétidos de la
cadena ligera de
HumAb 1.802

ATGARAAMNTCC
TTGEEGCAGAC
TGEECGAGAG
AGOGGCTACHA
CARGCTACTG
GATTCAGCCG
CTECAGGCCG
GCCCCCCACC
CTGCACCATC
GGARCTSCCT
CAARGTACAG
ACAGTGTCAC
ACCCTGARCGC
CGAARGTCACC
GGGGAGAGTG

TGATTCTCGS
ATCETEATGA
AGCCACCATOC
CCTACATGCA
ATCTACCTGG
CAGCEGECAGT
AEGACGTGEC
TTCGEECCRGS
TETCTTCATC
CTETTETETS
TEGARGETGES
AGARGCRAGCAC
TGAGCARRGT
CATCAGGGCC
TTGA

TATCTTOCTG
CCOCAGAGCCC
ARCTGCAGAG
CTGATACCAG
CCAGCAACCT
CGGECACCGACT
CCTGTACTAC
GCACCARGTT
TTCCOGOTAT
CCTACTGAAT
ATRRCGCCCT
AGCARCGGACH
AGACTACGAG
TEAGCTOGCC

TTTCTCTGTT
CGACRGOCTG
CCAGCARGAT
CRGARRGCCCG
GORGAGSCGGEC
TCACCCTGRC
TGCCAGCRACH
GGRGATCRRAA
CTGATGAGCA
AACTTCTATC
CCARTCOGGET
GCACCTACAS
RAMCACARAG
CGTCACARAG

CTACTCCAGC
GCCETEAGCC
CETGAGCACT
GOCRGOCCOC
GTGCCCGACA
CATCRAGCAGT
GCAGAGAGCT
CETACGGETGSE
GTTGARATCT
CCRGRBRGGT
ARCTCUCAGSG
CCTCAGCAGT
TCTACCCOTS
AGUTTCORACA

123

secuencia de
polinucleétidos de la
region variable de la
cadena pesada de
HumAb 1.815

caggtgrage
cocrgagacty
cgoactggat
agragcageg
attcaccateo
acagecctgag
cacgacggcy
gageage

rggrggagag
agcrgcgeeg
cagacaggoo
geggeaccac
agcagagaca
agccgaggac
getacttega

cggcggogge
ccagoggott
ccoggoaagy
cgtgtactac
acgccaagaa
accgoogrgt
ctgctggage

ctggtgaagc
caccttcagc
gectggagtg
googacageg
cagococtghbao
actactgcgo
cagggcacca

ccggecggeag
gacttcggca
ggtgagotac
tgaagggcag
ctgcagatga
cagagcoccagc
cogtgacogt

124

secuencia de
polinucleétidos de la
cadena pesada de
HumAb 1.815

ATGCGTACTC
TCARGCGCAG
GUGEOAGCCT

TGGCTATCCT
CTGCAGCTAG
GAGACTGAGC

TGCAGCTATT
TGCAGAGCGSE
TECGECCGOCA

CTGCTTETTS
COGCGGOCTS
GCGECTTCAC

CACTECAGED
GTGAAGCCCG
CTTCAGCGAC
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TTCGGCATGT
GRGCTACAGT
AGGGCAGATT
CAGATGARCR
RGCCAGCTAC
TGACCGTGAG
AGCGCGTCOGR
GARGCACCTCC
TCCCCGARCT
GTGCACACCT
CAGCGTGGTG
GCAMCGTAGR
CGCAARATGTT
ACCGTCAGTC
COCBRACCCT

COBAGGTCC
CRAGACARAG
GCGTCCTCAC
TGCAAGGTCT
CRAMACCHAR
CCOGEGREGA
GOCTTCTACC
GOAGAACARC
TCTTCCTCTA
ARCGTCTTCT
ACAGARGRGC

BCTGGATCAG
AGCAGCCGCCG
CACCATCARGC
GCCTGAGRGT
GACGGCGECT
CAGCGATGTG
CCAAGGGCCC
GAGAGCRACAG
GGTGACGGTG
TCOCGECTGT
ACCGTGACCT
TCACARGCCC
GTGTCOAGTS
TTCCTCTTCC
TEAGETCACS
AGTTCARCTG
CCGCEGCAGS
CGTCETGCAC
CCRACARAGS
GEECAGCCCC
GATGACCAAG
CCAGUGRCAT
TACAAGACCH
CAGCAMGCTC
CATGCTCCGT
CTCTCCCTGT

ACAGGCCCCC
GCACCACCGT
AGAGACAACG
CGEAGCACACC
ACTTCGACTG
TGEGECCAGG
ATCGCTCTTC
CEECCCTEEG
TCGTGGAACT
COTACRGTOC
CCAGCARCTT
AGCARCACTA
CCCACCGTGC
CCCCAARACT
TECOTGGTEG
GTRCGTGGAC
AGCACTTCAA
CAGGACTGGC
CCTCCCAGCC
GAGAMCCACA
RACCRGEGTCA
COCCGTCGRARG
CACCTCCCAT
ACCGTGGACA
GATGCATGAG
CTCCGGETAR

GGCAAGGECC
GTACTACGCC
CCARGAACAG
GCCGTGTACT
CTGGGGCCAG
GCACCACCET
COCCTGEOGT
CTGCCTEETC
CAGQCGCTCT
TCAGEACTCT
CCGCACCCAG
AGGTGGACAR
CCAGCACCAC
CAAGGACACC
TGGACGTGAG
GGCATGGAGS
CASCACGTTC
TGARACGGCAR
CCCATCGAGA
GGTGTACACC
GCCTGACCTG
TGEEAGAGCA
GCTGGACTCC
ACGAGCAGGTG
GCTOTGCACA
ATGA

TGGAGTGEAT
GACROCGTGA
CCTGTACCTG
ACTGCOGCCAG
GOCACCACCG
GACCGTCAGT
CCTGCTCCAG
ARAGCACTACT
GACCAGCGGC
ACTCCCTCAG
ACCTACACCT
GACRGTTGAG
CTETGGCAGS
CTCATGSATCT
COACGAAGAC
TECATAATGC
CGTGTGGTCA
GGRGTACARG
RRRCCATCTC
CTGCCCCCAT
CCTGGTCARR
ATEGECACCC
GACGGCTCOT
GCRGCAGGGE
ACCACTACAC

125

secuencia de

polinucleétidos de la
region variable de la
cadena ligera de

HumAb 1.815

gacatcgtga
gagagccace
acagctacat
ctgatctace
cggcagegygc
ccgaggacgt
acctteggeo

tgacccagag
atcaactgeca
ccactggtac
tggocagoga
agocyggoaccyg
ggccgtgtac
agggcaccaa

coccgacage
gagccagcaa
cagcagaagce
cctggagage
acttcaccct
tactgccace

gctggagate

ctggoogtga
gagcgtgage
coggccagoc
ggcgtgeceg
gaccatcagc
acagcagaga

goctgggcga
accagcocggck
cccraagetyg
acagattecag
agcctgcagg
gotgoocotto

126

secuencia de

polinucleétidos de la
cadena ligera de

HumAb 1.815

ATOAAMATCC
TTGEGCAGAC
TGGGCGAGAG
BGCGECTRACA
CRAGCTGCTG
GATTCAGCGG
CTECAGECCGE
GCCCTTCACT
CTGCACCATC
GGAACTSCCT
CARAGTACAG
AGASTETCAC
ACCCTGACGC
CEARGTCACC
GOGGAGAGTG

TGATTCTCGG
ATCGTGATGR
AGCCACCATC
GCTACATCCA
ATCTACCTGG
CAGCGRCAGC
AGGRACGTGEGEC
TTCGGCCAGG
TGTCTTCATC
CTETTGTETE
TGGAAGGTGG
BGRGCRGEAC
TGASCARAGC
CATCAGGGCC
TTGA

TATCTTTCCTES
COCAGAGCCC
RAARCTGCAGRS
CTGGTRCCTAG
CCRGCGACCT
GGCACCGACT
CETETACTAC
GCACCAAGCT
TTCCCOGOCAT
CCTGCTGAAT
BTAARCGCCOCT
BGCRRCGRCR
AGRCTACGAS
TGAGCTCGCC

TTTCTCTGTT
CGACAGCCOTS
CCAGCAAGRG
CAGAAGCOCG
GOAGAGCGGEC
TCACCCTGAC
TGCCACCACA
GOAGATCALR
CTOATGAGCA
AACTTOCTATE
CORATCGGET
GORCCTACAS
PARCACAANG
CETCACRAAMG

CTACTCCAGT
GCCGTGAGCC
CGTGAGCACT
GCCAGDCOCCOC
GTGCCCOGACA
CATCAGCAGT
GCAGAGAGCT
CGTACGGTGE
GTTESAAATCT
CCAGAGAGGC
ALCTCCCAGG
CCTCAGCRGC
TCTARCGCCTG
AGCTTCAACH

127

secuencia de

polinucleétidos de la
region variable de la
cadena pesada de

HumAb 1.846

gaggtgcago
cobtgagactg
tgcactggot
atcagcageg
attcaccato
acagcctgag
Cacaacggcg
gagcago

tggtggagag
agctgogoog
gagacaggooc
gcagcaccac
agcagagaca
agacgaggac
getacttoga

cggoggegge
cocagoggokt
cooggoaagyg
cocbtgagotac
acgccaadaa
accgocgtgt
cgtgtgggge

ctagtgcacc
cacctroagc
gcctggagryg
gocogacagog
cagooctgtac
actactgecge
cagggcacco

cocggcggcag
gactacggoa
ggtgagctac
Lgaagggcayg
ctgcagatga
cagaaagaac
tggtgaccgt
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SEQID NO

Descripcion

Secuencia

128

secuencia de

polinucleétidos de la
cadena pesada de

HumAb 1.846

ATGCETACTC
TCARGCOGGAG
GOGGECAGCCT
TACGGCATGC
GAGCTACATC
AGGGCAGATT
CAGARTGARACA
AARGARCTAC
TGACCGTGAG
AGCGCGTCGA
GAGCACCTCC
TCCOOGRACT
GTGCACACCT
CAGCGTGGTG
GCAACCGTAGA
CGCARRTGTT
ACCGTCAGTC
CCOGGRICCC
CCOGAGGTCC
CRAGACARAAG
GCGETCCTCALC
TGCAAGGTCT
CAMMACCAAR
CCOGGGAGGA
GGCTTCTACC
GGAGARCAAC
TCTTCCTCTA
RACGTCTTCT
ACAGARGAGC

TGEECTATCCT
GTGCAGCOTCEE
GAGRCTGAGC
ACTGASTGRS
RGCAGCGGECA
CACCATCAGC
GCCTGRGAGA
ARCCGCGECT
CAGCGATETS
COAMGEGETCC
GAGARGCACAG
GGETGACGETS
TCCCGGCTGT
ACCGTGACCT
TCACAAGCCC
GTGTCGAGTG
TTCCTCTTCC
TGASGTCACG
AGTTCAACTG
COGCGEGAGG
CGTCSTGCAC
CCAACARAGG
GGGCAGCCCC
GATGACCAAG
CCAQCGACAT
TACAMNGRCCA
CAGCARGCTC
CATGCTCCGT
CTCTCCCTGT

TGOAGCTATT
TECRAGAGCOGSE
TECECOGCCA
ACAGGECOCCCC
GCACCACCCT
BAGAGACARCG
CGRGGACACC
ACTTCGACGT
TGEOGCCAGS
ATCGGTCTTC
CEGoCCTEEG

TCGTGGEAACT
CCTACAGTCC

CCAGCAACTT
AGCAACRICH
CCCACCGTGC
CCCCARMRCC
TGCGTGGETGS
GTACGTGGAC
AGCAGTTCAR
CRAGGRCTGGEC
CCTCCCAGOC
GAGARCCACA
AACCAGGTCAHA
COCCGTEEAG
CRCCTCCCAT
ACCGTGGACHA
GATGCATGAG
CTCCGGGTAR

CTGCTTGTTG
CGGCGGCCTIG
GOSGCTTCAC
GGCARGGGCC
GAGCTACGCC
CCAAGAACAG
GCCGTGTACT
GTGEGEEGUCAG
CCACCACCGT
CCCCTOGOGC
CTGCCTGETC

CAGGCGOTCT
TCAGGACTCT

CGGCACCCAG
AGGTGGACAR
CCAGCACCAC
CRAGGACACC
TGEACGTGAG
GURUATGGAGG
CRECACGTTC
TCAACGGOAR
CCCATCGAGA
GGTCTACACC
GCCTGACCTG
TGEGACGRGCA
GCTGGACTCC
AGAGCAGGTS
GCTCTGCACA
ATGA

CACTGCAGGC
GTGCAGCCCG
CTTCAGCGAC
TEGRETGGET
GACAGCGTGA
COTGTACCTG
ACTGOGCCRAG
GECACCCTGE
GACCATEAGT
CCTGECTCCAG
ARMGGARCTACT

GRCCRAGCGGEC
ACTCCCTCAG

ACCTACACCT
CACAGTTGAG
CTGTGGCRAGS
CTCATGATCT
CCACGRAGAC
TGCATARTGC

GTGTGETCA
GGAGTACARG
BAACCATCTE
CTGCCCCCAT
CCTGGTCAAR
RATGGGCRAGCC
GACGGCTCCT
GCAGCAGGGS
RCCACTRCAC

129

secuencia de

polinucleétidos de la
region variable de la
cadena ligera de

HumAb 1.846

gacatcgtga
gagagccacc
acagctacat
ctgatctace
cggcagegyge
cocgaggacgt
accttoggeco

tgacccagag
atcaactgroa
geactggtac
tggocagoaa
agcggeaccd
ggccgtgtac
agggcaccaa

cccoccgacage
gqageccagcaa
cagcagaage
cobggagage
actoccaccoe
tactgeoccage
gocbggagate

ctaggceogtga
gagcgrgage
ccggocages
ggcgtgeccy
gaccatcage
acagcagagt

gootgggoega
gagagcggct
cocccaagetg
acagattcag
agcctgcagyg
qotgeccoces

130

secuencia de

polinucleétidos de la
cadena ligera de

HumAb 1.846

ATGAMARTOC
TTEGGCAGAD
TGEGCEAGRG
BGCGGECTACA
CARGCTECOTG
CATTCAGCOG
CTGCAGGCCGE
GCCCCCCACT
CTGCACCATC
GGAACTGCCT
CARAGTACAG
AGAGETGTCAC
BCOCCTGACGC
CGAMRGTCACC
GGGEAGAGTG

TGATTCOTCGE
ATCGTGATGR
AGCCACCATC
GUTACATGCA
ATCTACCTGG
CAGCGGCAGT
AGGACGETGEC
TTCEECCAGE
TGTCTTCATC
CTGTTGTGETG
TOEARGETGE
AGACGCAGGAC
TGARGCARAGT
CATCAGGGCC
TTGA

TATCTTCCOTG
CCCAGRAGCCC
ARCTECAGAG
CTGGETACCAG
CCAGCARACCT
GGCRCCGACT
CGTGTACTAC
GCACCRAGCT
TTCCCECCAT
CCTGCTGAAT
ATRRCGCCOCT
AGCARGGRCH
AGACTACGAG
TGAGCTCGCC

TTTCTCTGTT
CGACAGCCTG
CCAGCARMGAG
CACRAAGCCCZ
GGAGAGCGGT
TCACCCTGAC
TGCCAGCACA
GGAGATCAAR
CTCATGAGCH
ARCTTCTATC
CCARTCGEET
GCACCTACAG
ARACACAARG
CGTCACARRG

CTACTCCAGC
GOCGTGAGCC
CGTGAGCIGAG
GCCAGCCCCC
GTGCCCGACH
CATCAGCAGC
GCRGAGTGCT
CGTACGGTGG
GTTGARATCT
CCAGAGAGGC
RARCTCCCRGG
CCTCAGCAGC
TCTRACGCCTG
AGCTTCAACH
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal que se une a notum pectinacetilesterasa humana (NOTUM) y reduce la actividad de
NOTUM humana en un ensayo con 8-octanoiloxipireno-1,3,6-trisulfonato trisddico (OPTS) in vitro, para su uso en un
método para tratar o prevenir una enfermedad o trastorno caracterizado por la pérdida dsea en un paciente.

2. El anticuerpo monoclonal para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la enfermedad o trastorno se
selecciona del grupo que consiste en osteoporosis, osteopenia y enfermedad de Paget.

3. El anticuerpo monoclonal para su uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde la osteoporosis se selecciona
del grupo que consiste en osteoporosis postmenopausica, osteoporosis inducida por esteroides o glucocorticoides,
osteoporosis masculina y osteoporosis idiopatica.

4. El anticuerpo monoclonal para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde
tras la administracion a un sujeto, el anticuerpo aumenta los niveles séricos de PINP in vivo, aumenta la densidad
mineral 6sea in vivo, aumenta el espesor cortical de la diafisis del fémur in vivo, aumenta el area 6sea de la diafisis
del fémur in vivo, aumenta el espesor cortical de la diafisis del himero in vivo, aumenta la formacién o6sea
endocortical in vivo, aumenta la proporciéon de volumen de hueso cortical en el cuerpo vertebral de la vértebra VL5 in
vivo, y/o aumenta la proporcién de volumen de hueso de cuello femoral a volumen total de cuello femoral in vivo.

5. El anticuerpo monoclonal para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el
anticuerpo se une a un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 con KD de menos de
50 nM, preferentemente menos de 20 nM o mas preferentemente menos de 10 nM.

6. El anticuerpo monoclonal para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el
anticuerpo tiene al menos una caracteristica de unién seleccionada de:

a) se une a un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 83 con una afinidad de unién
que es al menos 5 veces mas fuerte que la afinidad de union del anticuerpo por un polipéptido que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 84;
b) se une a un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 85 con una afinidad de union
que es al menos 5 veces mas fuerte que la afinidad de union del anticuerpo por un polipéptido que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 86;
c) se une a un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 con una afinidad de unién
que es al menos 5 veces mas fuerte que la afinidad de union del anticuerpo por un polipéptido que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 94;
d) se une a un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 con una afinidad de union
que es al menos 5 veces mas fuerte que la afinidad de union del anticuerpo por un polipéptido que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 99;
e) compite por unirse a NOTUM con un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que
tiene una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 15 y una region variable de cadena ligera que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 16;
f) compite por unirse a NOTUM con un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que
tiene una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 23 y una region variable de cadena ligera que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 24;
g) compite por unirse a NOTUM con un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que
tiene una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 31 y una region variable de cadena ligera que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 32;
h) compite por unirse a NOTUM con un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que
tiene una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 39 y una region variable de cadena ligera que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 40;
i) compite por unirse a NOTUM con un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que
tiene una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 55 y una region variable de cadena ligera que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 56.

7. El anticuerpo monoclonal para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el
anticuerpo se selecciona de un anticuerpo de raton, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado, y un
anticuerpo humano.

8. El anticuerpo monoclonal para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el
anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera, en donde:

a) la regioén variable de la cadena pesada comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 17, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 18, y una CDR3 que tiene
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 19, y en donde la region variable de la cadena ligera comprende
una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 20, una CDR2 que tiene la secuencia de
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aminoacidos de la SEQ ID NO: 21 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 22; o

b) la region variable de la cadena pesada comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 25, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 26, y una CDR3 que tiene
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 27, y en donde la region variable de la cadena ligera comprende
una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 28, una CDR2 que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 29 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 30; o

c) la region variable de la cadena pesada comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 33, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 34, y una CDR3 que tiene
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 35, y en donde la region variable de la cadena ligera comprende
una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 36, una CDR2 que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 37 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 38; o

d) la regioén variable de la cadena pesada comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 41, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 42, y una CDR3 que tiene
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 43, y en donde la region variable de la cadena ligera comprende
una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 44, una CDR2 que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 45 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 46; o

e) la regioén variable de la cadena pesada comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 57, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 58, y una CDR3 que tiene
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 59, y en donde la region variable de la cadena ligera comprende
una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 60, una CDR2 que tiene la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 61 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 62.

9. El anticuerpo monoclonal para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 8, en donde

a) en el anticuerpo mencionado en la reivindicacion 8, parte (a): la region variable de la cadena pesada
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 15 y la regién variable de la cadena ligera comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 16; o la regiéon variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:71 y la region variable de la cadena ligera comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO:73; o la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:72 y la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:74; o

b) en el anticuerpo mencionado en la reivindicacion 8, parte (b): la region variable de la cadena pesada
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 23 y la regién variable de la cadena ligera comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 24; o la regiéon variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:75 y la region variable de la cadena ligera comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO:77; o la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:76 y la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:78; o

c) en el anticuerpo mencionado en la reivindicacion 8, parte (c): la regiéon variable de la cadena pesada
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 31 y la regién variable de la cadena ligera comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 32; o la regiéon variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:79 y la region variable de la cadena ligera comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO:81; o la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:80 y la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:82; o

d) en el anticuerpo mencionado en la reivindicacion 8, parte (d): la region variable de la cadena pesada
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 39 y la regién variable de la cadena ligera comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 40; o la regiéon variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:67 y la region variable de la cadena ligera comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO:69; o la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:68 y la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:70; o

e) en el anticuerpo mencionado en la reivindicacion 8, parte (e): la region variable de la cadena pesada
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 55 y la regién variable de la cadena ligera comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 56.

10. Un anticuerpo monoclonal que se une a notum pectinacetilesterasa humana (NOTUM) y que neutraliza al menos
una actividad de NOTUM, en donde el anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada y una region
variable de cadena ligera, en donde:

a) la regioén variable de la cadena pesada comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 41, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 42, y una CDR3 que tiene
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 43, y en donde la region variable de la cadena ligera comprende
una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 44, una CDR2 que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 45 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 46; o

b) la region variable de la cadena pesada comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 57, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 58, y una CDR3 que tiene
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 59, y en donde la region variable de la cadena ligera comprende
una CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 60, una CDR2 que tiene la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 61 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 62.
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11. El anticuerpo monoclonal de acuerdo con la reivindicaciéon 10, en donde

a) en el anticuerpo de la reivindicacion 10, parte (a): la region variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 39 y la regién variable de la cadena ligera comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 40; o la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:67 y la region variable de la cadena ligera comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:69; o la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:68 y la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:70; o

b) en el anticuerpo de la reivindicacién 10, parte (b): la region variable de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 55 y la regién variable de la cadena ligera comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 56.

12. Una composiciéon farmacéutica que comprende el anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 10 u 11.

13. Una molécula de acido nucleico que comprende la primera y la segunda secuencias de polinucleétidos que
codifican las cadenas pesada y ligera respectivas del anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 10 u 11.

14. Una célula hospedadora que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 13.

15. Un método para producir un anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 10 u 11 que comprende incubar la
célula hospedadora de la reivindicacion 14 en condiciones suficientes para expresar el anticuerpo.
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