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DESCRIPCIÓN

Anticuerpos contra notum pectinacetilesterasa

1. Campo de la invención5

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

2. Antecedentes de la invención10

La salud ósea depende de las actividades coordinadas de los osteoblastos que forman el hueso y los osteoclastos 
que reabsorben el hueso. "El recambio óseo refleja un equilibrio entre estas funciones celulares anabólicas y 
catabólicas y garantiza que el esqueleto maduro pueda repararse a sí mismo cuando está dañado y mantener su 
función endocrina mediante la liberación de minerales como el calcio y el fósforo en la circulación". Allen, J.G. et al., 15
J. Med. Chem., 53 (10 de junio de 2010), págs. 4332 - 4353, 4332. Muchas patologías alteran este equilibrio, dando 
como resultado un aumento o disminución de la masa ósea o cambios en la calidad ósea. La pérdida gradual de la 
densidad mineral ósea se conoce como osteopenia; y la pérdida severa de hueso se conoce como osteoporosis. Id.

El tratamiento de referencia actual para el tratamiento y la prevención de la osteoporosis utiliza la clase de 20
bifosfonatos antirresortivos orales de molécula pequeña. Id. en 4333. Los suplementos de ácido zoledrónico, 
raloxifeno, calcio y vitamina D también se usan generalmente en el tratamiento de la osteoporosis. Id. Mientras que 
los agentes antirresortivos pueden ayudar a prevenir la pérdida ósea, los agentes anabólicos "son capaces de 
aumentar la masa ósea en mayor grado... y también tienen la capacidad de mejorar la calidad ósea y aumentar la 
resistencia ósea". Guo, H., et al., J. Med. Chem., 53 (25 de febrero de 2010), pág.1819 -1829,1819. En Estados 25
Unidos, la PTH (hormona paratiroidea por sus siglas en inglés) humana es el único agente anabólico aprobado por la 
FDA. Id.; Allen en 4333. “Debido a la escasez de agentes anabólicos disponibles para el tratamiento de la 
osteoporosis, existe una necesidad urgente de desarrollar compuestos moleculares pequeños para tratar esta 
enfermedad que sean no tóxicos, rentables y fáciles de administrar ". Guo, en 1819.

30
"Aunque el desarrollo de agentes farmacológicos que estimulan la formación ósea está menos avanzado en 
comparación con las terapias antirresortivas, se sabe que varias vías facilitan la función de los osteoblastos". Allen 
en 4338. Estas vías incluyen proteínas morfogénicas óseas, factor de crecimiento transformante β, hormona 
paratiroidea, factor de crecimiento insulínico, factor de crecimiento de fibroblastos y señalización del sitio de 
integración MMTV de tipo sin alas (WNT). Id. Guo y sus colegas informaron recientemente sobre los resultados de la 35
primera de estas vías. Guo, citado anteriormente. En particular, informaron que ciertos compuestos de benzotiofeno 
y benzofurano sustituidos potencian la expresión de la proteína morfogénica ósea 2 en ratones y ratas. Dos de los 
compuestos informados estimulan la formación de hueso y la restauración de la conectividad trabecular in vivo. Id.
en 1819.

40
Otra de estas vías es la vía WNT, que está implicada en una variedad de procesos de desarrollo y regenerativos. 
Allen en 4340. Sin embargo, la vía es compleja, y aún no está claro mucho sobre ella y de cómo sus componentes 
afectan al hueso. Por ejemplo, se ha sugerido que LRP-5, cuyas mutaciones están asociadas con el aumento de la 
masa ósea en los seres humanos, y la β-catenina, a través de la cual se produce la señalización canónica WNT, "no 
se pueden vincular directamente a través de la señalización WNT al control de la masa ósea." Id.45

El análisis reciente de los datos de expresión génica ha llevado a la identificación de nuevas dianas de señalización 
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.
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3. Sumario de la invención

El objeto de la invención se establece en las reivindicaciones adjuntas. En un aspecto, la invención 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 trisódico (OPTS) in vitro, para su uso en un 55
método para tratar o prevenir una enfermedad o trastorno caracterizado por la pérdida ósea en un paciente. En 
algunas realizaciones, el anticuerpo se une a una NOTUM seleccionada de NOTUM de ratón, NOTUM de cobaya, 
NOTUM de mono cynomolgus y NOTUM de mono rhesus. El anticuerpo para su uso de acuerdo con la invención 
reduce la actividad de NOTUM humana en un ensayo con 8-octanoiloxipireno-1,3,6-trisulfonato trisódico (OPTS) in 
vitro. En algunas realizaciones, el anticuerpo para su uso de acuerdo con la invención tiene al menos una actividad 60
seleccionada de aumentar los niveles de PINP séricos in vivo, aumentar la densidad mineral ósea in vivo, aumentar 
el espesor cortical de la diáfisis del fémur in vivo, aumentar el área ósea de la diáfisis del fémur in vivo, aumentar el 
espesor cortical de la diáfisis del húmero in vivo, aumentar la formación ósea endocortical in vivo, aumentar la 
proporción de volumen de hueso cortical en el cuerpo vertebral de la vértebraVL5 in vivo, y aumentar la proporción 
de volumen de hueso de cuello femoral a volumen total de cuello femoral in vivo. En algunas realizaciones, un 65
anticuerpo para su uso de acuerdo con la invención que se une a NOTUM se une a un polipéptido que tiene la 
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secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 1 con KD 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 invención tiene al menos una característica de 
unión seleccionada de: a) se une a un polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 83 con 
una afinidad de unión que es al menos 5 veces más fuerte que la afinidad de unión del anticuerpo por un polipéptido 5
que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 84; b) se une a un polipéptido que tiene la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 85 con una afinidad de unión que es al menos 5 veces más fuerte que la afinidad de 
unión del anticuerpo por un polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 86; c) se une a un 
polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 1 con una afinidad de unión que es al menos 5 
veces más fuerte que la afinidad de unión del anticuerpo por un polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos 10
de la SEQ ID NO: 94; d) se une a un polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 1 con una 
afinidad de unión que es al menos 5 veces más fuerte que la afinidad de unión del anticuerpo por un polipéptido que 
tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 99; e) compite por unirse a NOTUM con un anticuerpo que 
comprende una región variable de cadena pesada que tiene una secuencia de aminoácidos de la SEQW ID NO: 15 y 
una región variable de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 16 f) compite por 15
unirse a NOTUM con un anticuerpo que comprende una región variable de cadena pesada que tiene una secuencia 
de aminoácidos de la SEQ ID NO: 23 y una región variable de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoácidos 
de la SEQ ID NO: 24; g) compite por unirse a NOTUM con un anticuerpo que comprende una región variable de 
cadena pesada que tiene una secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 31 y una región variable de cadena 
ligera que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 32; h) compite por unirse a NOTUM con un 20
anticuerpo que comprende una región variable de cadena pesada que tiene una secuencia de aminoácidos de la 
SEQ ID NO: 39 y una región variable de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 40; 
i) y compite por unirse a NOTUM con un anticuerpo que comprende una región variable de cadena pesada que tiene 
una secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 55 y una región variable de cadena ligera que tiene la secuencia 
de aminoácidos de la SEQ ID NO: 56. 25

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

En algunas realizaciones, un anticuerpo para su uso de acuerdo con la invención que se une a NOTUM comprende 30
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 aminoácidos seleccionada de las SEQ ID NO: 17, 25, 33 y 41; b) 
una CDR2 que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada de las SEQ ID NO: 18, 26, 34 y 42 y c) una 
CDR3 que comprende una secuencia de aminoácidos 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 35
donde el conjunto se selecciona de: a) un conjunto que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 17, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 18 y una 
CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 19; b) un conjunto que comprende una CDR1 que 
tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 25, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la 
SEQ ID NO: 26 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 27; c) un conjunto que 40
comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 33, una CDR2 que tiene la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 34 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID 
NO: 35; d) un conjunto que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 41, una 
CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 42 y una CDR3 que tiene la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 43; y e) un conjunto que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de 45
aminoácidos SEQ ID NO: 57, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 58 y una CDR3 
que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 59. En algunas realizaciones, la cadena pesada 
comprende unas regiones variables de cadena pesada que comprenden una secuencia de aminoácidos 
seleccionada de las SEQ ID NO: 15, 23, 31, 39, 63, 67, 71, 75 y 79.

50
En algunas realizaciones, un anticuerpo para su uso de acuerdo con la invención 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 aminoácidos seleccionada de las SEQ ID NO: 20, 28, 36 y 44 y b) 
una CDR2 que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada de las SEQ ID NO: 21, 29, 37, 45 y 61 y c) 
una CDR3 que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada de las SEQ ID NO: 22, 30, 38, 46 y 62. En 55
algunas realizaciones, la cadena ligera 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 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 20, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 21 y una 
CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 22; b) un conjunto que comprende una CDR1 que
tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 28, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la 60
SEQ ID NO: 29 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 30; c) un conjunto que 
comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 36, una CDR2 que tiene la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 37 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID 
NO: 38; d) un conjunto que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 44, una 
CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 45 y una CDR3 que tiene la secuencia de 65
aminoácidos de la SEQ ID NO: 46; y e) un conjunto que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de 
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aminoácidos SEQ ID NO: 60, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 61 y una CDR3 
que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 62. En algunas realizaciones, la cadena ligera comprende 
unas regiones variables de cadena ligera que comprenden una secuencia de aminoácidos seleccionada de las SEQ 
ID NO: 16, 24, 32, 40, 56, 65, 69, 73, 77 y 81.

5
En algunas realizaciones, un anticuerpo para su uso de acuerdo con la invención que se une a NOTUM comprende 
una región variable de cadena pesada y una región variable de cadena ligera, en donde: a) la región variable de la 
cadena pesada comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 17, una CDR2 que 
tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 18 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la 
SEQ ID NO: 19 y la región variable de la cadena ligera comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos 10
de la SEQ ID NO: 20, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 21 y una CDR3 que tiene 
la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 22; o b) la región variable de la cadena pesada comprende una 
CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 25, una CDR2 que tiene la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 26, y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 27, y en 
donde la región variable de la cadena ligera comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ 15
ID NO: 28, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 29 y una CDR3 que tiene la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 30, o c) la región variable de la cadena pesada comprende una CDR1 
que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 33, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la 
SEQ ID NO: 34 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 35 y la región variable de la 
cadena ligera comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 36, una CDR2 que 20
tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 37 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la 
SEQ ID NO: 38; o d) la región variable de la cadena pesada comprende una CDR1 que tiene la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 41, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 42, y una 
CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 43, y en donde la región variable de la cadena ligera 
comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 44, una CDR2 que tiene la 25
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 45 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID 
NO: 46; o e) la región variable de la cadena pesada comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos 
de la SEQ ID NO: 57, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 58, y una CDR3 que tiene
la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 59, y en donde la región variable de la cadena ligera comprende una 
CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 60, una CDR2 que tiene la secuencia de 30
aminoácidos de la SEQ ID NO: 61 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 62.

En algunas realizaciones, un anticuerpo para su uso de acuerdo con la invención que se une a NOTUM comprende 
una región variable de cadena pesada y una región variable de cadena ligera, en donde a) la región variable de la 
cadena pesada comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 15 y la región variable de la cadena 35
ligera comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 16; o b) la región variable de la cadena pesada 
comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:71 y la región variable de la cadena ligera comprende la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:73; o c) la cadena pesada comprende la secuencia de aminoácidos de 
la SEQ ID NO: 72 y la cadena ligera comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 74; o d) la región 
variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:23 y la región variable de la 40
cadena ligera comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:24; o e) la región variable de la cadena 
pesada comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:75 y la región variable de la cadena ligera 
comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:77; o f) la cadena pesada comprende la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 76 y la cadena ligera comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 78; 
o g) la región variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:31 y la región 45
variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:32; o h) la región variable de 
la cadena pesada comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:79 y la región variable de la cadena 
ligera comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:81; o (i) la cadena pesada comprende la secuencia 
de aminoácidos de la SEQ ID NO:80 y la cadena ligera comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID 
NO:82; o j) la región variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:39 y la 50
región variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:40; o h) la región 
variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:67 y la región variable de la 
cadena ligera comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:69; o (i) la cadena pesada comprende la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:68 y la cadena ligera comprende la secuencia de aminoácidos de la 
SEQ ID NO:70; o m) la región variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID 55
NO:55 y la región variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:56

Un aspecto adicional de la invención 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 región variable de cadena pesada y una región variable de cadena ligera, en donde: a) la región 60
variable de la cadena pesada comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 41, 
una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 42, y una CDR3 que tiene la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 43, y en donde la región variable de la cadena ligera comprende una CDR1 que tiene 
la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 44, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID 
NO: 45 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 46; o b) la región variable de la 65
cadena pesada comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 57, una CDR2 que 
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tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 58, y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la 
SEQ ID NO: 59, y en donde la región variable de la cadena ligera comprende una CDR1 que tiene la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 60, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 61 y una 
CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 62. En algunas realizaciones del anticuerpo de la 
invención de acuerdo con (a), la región variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoácidos de la 5
SEQ ID NO: 39 y la región variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 
40; o la región variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:67 y la 
región variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:69; o la cadena 
pesada comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:68 y la cadena ligera comprende la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO:70. En algunas realizaciones del anticuerpo de la invención de acuerdo con (b), la 10
región variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 55 y la región 
variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 56.

En un aspecto adicional, la invención proporciona una molécula de ácido nucleico que comprende una primera 
secuencia de polinucleótidos que codifica la cadena pesada, y una segunda secuencia de polinucleótidos que 15
codifica la cadena ligera. En algunas realizaciones, la molécula de ácido nucleico es un vector. Un aspecto adicional 
de la invención proporciona una célula hospedadora que comprende la molécula de ácido nucleico anterior que 
comprende una primera secuencia de polinucleótidos que codifica una cadena pesada, y se proporciona una 
segunda secuencia de polinucleótidos que codifica una cadena ligera. En un aspecto adicional, la invención 
proporciona un método para producir el anticuerpo anterior de la invención que comprende incubar la célula 20
hospedadora anterior en condiciones suficientes para expresar el anticuerpo. Un aspecto adicional de la invención 
proporciona una composición farmacéutica que comprende un anticuerpo anterior de la invención. En algunas 
realizaciones, el anticuerpo para su uso de acuerdo con la invención estimula la formación endocortical realizada en 
un paciente, y el método comprende administrar una cantidad eficaz de una composición farmacéutica que 
comprende un anticuerpo para su uso de acuerdo con la invención proporcionada. En algunas realizaciones del 25
anticuerpo para su uso de acuerdo con la invención, dicho método comprende administrar una cantidad eficaz de 
una composición farmacéutica que comprende el anticuerpo para su uso de acuerdo con la invención. En algunas 
realizaciones, la enfermedad o trastorno es osteoporosis. En algunas realizaciones, se proporciona una forma de 
dosificación unitaria única que comprende la composición farmacéutica.

30
4. Breve descripción de las figuras

La Figura 1 proporciona una representación gráfica de las diferencias entre los espesores corticales de varios sitios 
óseos en ratones knockout homocigotos para NOTUM ("HOM") y los de sus compañeros de camada de tipo silvestre 
("TS").35

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

40
La Figura 3 proporciona una representación gráfica de los resultados obtenidos de las pruebas de resistencia a la 
rotura del fémur y de compresión de la columna vertebral realizadas en los huesos de ratones knockout macho 
homocigotos y heterocigotos para NOTUM y sus compañeros de camada de tipo silvestre.

La Figura 4 proporciona una representación gráfica de los resultados obtenidos de las pruebas de resistencia a la 45
rotura del fémur y de compresión de la columna vertebral realizadas en los huesos de ratones knockout hembra
homocigotos y heterocigotos para NOTUM y sus compañeros de camada de tipo silvestre

La Figura 5 proporciona una representación gráfica de ciertas proteínas quiméricas humanas/de ratón, e indica una 
región que parece estar involucrada en la unión de los anticuerpos que neutralizan NOTUM en Bin 1, como se 50
describe en el Ejemplo 6.7.

La Figura 6 proporciona una representación gráfica de las medidas del espesor cortical de la diáfisis del fémur 
obtenidas en ratones después de ocho semanas de administración de MAb 2.1029 o MAb 2.78, como se describe en 
el Ejemplo 6.9.1.55

La Figura 7 proporciona una representación gráfica de las medidas del espesor cortical de la diáfisis del fémur 
obtenidas en ratones después de cuatro semanas de administración de varias dosis de MAb 2.1029, como se 
describe en el Ejemplo 6.9.2.

60
La Figura 8 proporciona una representación gráfica de las medidas del espesor cortical de la diáfisis del fémur 
obtenidas en ratones después de cuatro semanas de administración 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.

65
La Figura 9 proporciona una representación gráfica de las medidas del espesor cortical de la diáfisis del fémur (A) y 
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los niveles séricos de PINP (B) obtenidos en ratones después de 4 semanas de administración 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 representación gráfica de las medidas del espesor cortical de la diáfisis del fémur 
obtenidas en ratones después de 4 semanas de administración de MAb 2.78a, como se describe en el Ejemplo 5
6.9.5.

La Figura 11 proporciona una representación gráfica de las medidas del espesor cortical de la diáfisis del fémur (A) 
medidas del espesor cortical de la diáfisis del húmero (B) obtenidos en ratones después de 12 semanas de 
administración de MAb 2.78a, como se describe en el Ejemplo 6.9.6.10

La Figura 12 proporciona una representación gráfica de las medidas del espesor cortical de la diáfisis del fémur (A), 
las medidas del espesor cortical de la diáfisis del húmero (B) y el espesor cortical de la novena costilla (C) obtenidas 
en ratones después de 24 semanas de administración de MAb 2.78a, como se describe en el Ejemplo 6.9.6.

15
La Figura 13 proporciona una representación gráfica del espesor cortical de la diáfisis del fémur (A) y del área de 
hueso mineralizado de la diáfisis del fémur (B) en ratones de cirugía simulada y ovariectomizados a los que se 
administró el anticuerpo 2.78b que neutraliza NOTUM o el anticuerpo control, como se describe en el Ejemplo 
6.10.3.

20
La Figura 14 proporciona una representación gráfica de la proporción en el cuerpo vertebral de la VL5 del volumen 
óseo al volumen total (A), la proporción en el cuerpo vertebral de la VL5 del volumen del hueso cortical al volumen 
total (B) y la proporción en el cuerpo vertebral de la VL5 del volumen de hueso trabecular al volumen total (C) en 
ratones de cirugía simulada y ovariectomizados a los que se administró el anticuerpo 2.78b que neutraliza NOTUM o 
el anticuerpo control, como se describe en el Ejemplo 6.10.3.25

La Figura 15 proporciona una representación gráfica de la proporción del volumen del hueso del cuello femoral al 
volumen total en ratones de cirugía simulada y ovariectomizados a los que se administró el anticuerpo 2.78b que 
neutraliza NOTUM o el anticuerpo control, como se describe en el Ejemplo 6.10.3.

30
La Figura 16 proporciona una representación gráfica del porcentaje de la superficie endocortical de las secciones 
transversales de la diáfisis del fémur que se marcaron con calceína, alizarina y tetraciclina en ratones de cirugía 
simulada y ovariectomizados a los que se administró el anticuerpo 2.78b que neutraliza NOTUM o el anticuerpo 
control, como se describe en el Ejemplo 6.10.4.

35
La Figura 17 proporciona una representación gráfica de la tasa de aposición mineral (A) y la tasa de formación ósea 
referente al volumen (B) en ratones de cirugía simulada y ovariectomizados a los que se administró el anticuerpo 
2.78b que neutraliza NOTUM o el anticuerpo control, como se describe en el Ejemplo 6.10.4.

5. Descripción detallada de la invención40

La divulgación se basa, en parte, en el descubrimiento de que la inhibición de NOTUM puede afectar la formación de 
hueso endocortical. Los aspectos particulares de la invención 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 formación de hueso cortical en ratones y 45
ratas.

Los encabezados de sección 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 más de las publicaciones 
incorporadas y materiales similares definan un término que contradiga la definición de ese término en la presente 50
solicitud, la presente solicitud será 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 55
un anticuerpo que compite con el anticuerpo intacto por la unión al antígeno. Los fragmentos de anticuerpos 
incluyen, pero sin limitación, Fab, Fab', F(ab')2, Fv, scFv, Fd, diacuerpos y otros fragmentos de anticuerpos que 
conservan al menos una porción de la región 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 escisión 
enzimática o química de anticuerpos intactos. En algunas realizaciones, los fragmentos de anticuerpos se producen 60
mediante técnicas de ADN recombinante.

La expresión "sitio de unión a antígeno" se refiere a una porción de un anticuerpo capaz de unirse específicamente a 
un antígeno. En algunas realizaciones, se proporciona un sitio de unión a antígeno por una o más regiones variables 
de anticuerpo.65
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La expresión "afinidad de unión" se refiere a una determinación cualitativa o cuantitativa de la fuerza con la que un 
anticuerpo se une a un antígeno. En algunas realizaciones, la afinidad de unión es la constante de disociación (KD) 
del anticuerpo para el antígeno. En algunas realizaciones, la afinidad de unión de un anticuerpo por un antígeno se 
determina cualitativamente, como en relación con la afinidad de unión de un anticuerpo diferente por un antígeno, o 
en relación con la afinidad de unión del mismo anticuerpo por un antígeno diferente (como el antígeno con uno o 5
más cambios en su secuencia de aminoácidos). La afinidad de unión de un anticuerpo por un primer antígeno se 
considera "más fuerte" que su afinidad por un segundo antígeno, por ejemplo, cuando la KD del anticuerpo por el 
primer antígeno es menor que la KD del anticuerpo por el segundo antígeno. En algunas realizaciones, la afinidad de 
unión de un anticuerpo por un primer antígeno se considera "más fuerte" cuando la KD del anticuerpo por el primer 
antígeno es al menos 1,5 veces, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 5 veces, o al menos 10 veces menor 10
que la KD del anticuerpo para el segundo antígeno. Por el contrario, la afinidad de unión de un anticuerpo por un 
primer antígeno se considera "más débil" que su afinidad por un segundo antígeno, por ejemplo, cuando la KD del 
anticuerpo por el primer antígeno es mayor que la KD del anticuerpo por el segundo antígeno. En algunas 
realizaciones, la afinidad de unión de un anticuerpo por un primer antígeno se considera "más débil" cuando la KD

del anticuerpo por el primer antígeno es al menos 1,5 veces, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 5 veces, 15
o al menos 10 veces mayor que la KD del anticuerpo para el segundo antígeno.

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 porción de un anticuerpo derivado de 
una primera especie fusionada con otra molécula, por ejemplo, una porción de un anticuerpo derivado de una 20
segunda especie. En algunas de dichas realizaciones, un anticuerpo quimérico comprende una porción de un 
anticuerpo derivado de un animal no humano fusionado con una porción de un anticuerpo derivado de un ser 
humano. En algunas de dichas realizaciones, un anticuerpo quimérico comprende la totalidad o una porción de una 
región variable de un anticuerpo derivado de un animal no humano fusionada con una región constante de un 
anticuerpo derivado de un ser humano.25

El término "epítopo" se refiere a cualquier polipéptido determinante capaz de unirse específicamente a una 
inmunoglobulina o un receptor de células T. En algunas realizaciones, un epítopo es una región de un antígeno a la 
que se une específicamente un anticuerpo. En algunas realizaciones, un epítopo puede incluir agrupaciones 
superficiales químicamente activas de moléculas tales como aminoácidos, cadenas laterales de azúcar, grupos 30
fosforilo o sulfonilo. En algunas realizaciones, un epítopo puede tener características estructurales tridimensionales 
específicas (por ejemplo, un "epítopo conformacional") y/o características de carga específicas.

Un epítopo se define como "el mismo" que otro epítopo si un anticuerpo particular se une específicamente a ambos 
epítopos. En algunas realizaciones, los polipéptidos que tienen diferentes secuencias primarias de aminoácidos 35
pueden comprender epítopos que son los mismos. Se dice que diferentes anticuerpos se unen al mismo epítopo si 
compiten por la unión específica a ese epítopo.

Un "fragmento" de un polipéptido de referencia se refiere a un tramo contiguo de aminoácidos de cualquier porción 
del polipéptido de referencia. Un fragmento puede ser de cualquier longitud que sea menor que la longitud del 40
polipéptido de referencia. En algunas realizaciones, un fragmento es un tramo contiguo de aminoácidos de cualquier 
porción del polipéptido de referencia que tiene una actividad particular o contiene un epítopo particular.

La expresión "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 45
anticuerpo humano puede contener secuencias sintéticas que no se encuentran en los anticuerpos nativos. La 
expresión no está limitada por la manera en que se producen los anticuerpos. Por ejemplo, en diversas 
realizaciones, un anticuerpo humano puede producirse en un ratón transgénico, por presentación en fagos, por 
linfocitos B humanos o por métodos recombinantes.

50
Un anticuerpo "humanizado" se refiere a un anticuerpo no humano que se ha modificado de modo que coincida más 
estrechamente (en la secuencia de aminoácidos) con un anticuerpo humano. Un anticuerpo humanizado es, por lo 
tanto, un tipo de anticuerpo quimérico. En algunas realizaciones, se modifican los restos de aminoácidos fuera de los 
restos de unión al antígeno de la región variable del anticuerpo no humano. En algunas realizaciones, un anticuerpo 
humanizado se construye reemplazando la totalidad o una parte de una o más regiones determinantes de la 55
complementariedad (CDR) de un anticuerpo humano con la totalidad o una parte de una o más CDR de otro 
anticuerpo, tal como un anticuerpo no humano, que tiene la especificidad de unión al antígeno 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 más aminoácidos 60
dentro de una o más CDR del anticuerpo no humano en el anticuerpo humanizado, por ejemplo, a través de un 
proceso de maduración por afinidad. Los métodos ejemplares de maduración por afinidad son conocidos en la 
técnica. En algunas de dichas realizaciones, un anticuerpo humanizado comprende además una región constante 
(Fc) de un anticuerpo humano.

65
A menos que se indique de otro modo, el término "incluyen" tiene el mismo significado que "incluyen, pero sin 
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limitación", el término "incluye" tiene el mismo significado que "incluye, pero sin limitación", y el término "que incluye" 
tiene el mismo significado que "que incluye, pero sin limitación". De manera similar, la expresión "tal como" tiene el 
mismo significado que el término "tal como, pero sin limitación".

A menos que se indique de otro modo, los términos "gestionar", "que gestiona" y "gestión" incluyen la prevención de 5
la recurrencia de la enfermedad o trastorno especificado en un paciente que ya ha padecido la enfermedad o 
trastorno, y/o la prolongación del tiempo que un paciente que ha padecido la enfermedad o trastorno permanece en 
remisión. Los términos incluyen la modulación del umbral, el desarrollo y/o la duración de la enfermedad o trastorno, 
o cambiar la forma en que un paciente responde a la enfermedad o trastorno.

10
La expresión "anticuerpo monoclonal" se refiere a un anticuerpo de una población sustancialmente homogénea de 
anticuerpos que se unen específicamente al mismo epítopo. 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 15
(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 presentación en fagos. Véanse, por 
ejemplo, Clackson et al. (1991) Nature 352: 624-628 y Marks et al. (1991) J. Mol. Biol. 222:581-597. Para otras 
técnicas diferentes de producción de anticuerpos monoclonales, véase, por ejemplo, Harlow y Lane (1988) 
Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY).20

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

25
El término "NOTUM" se refiere a notum pectinacetilesterasa que tiene una secuencia de aminoácidos de cualquier 
fuente de vertebrados o mamíferos, incluyendo seres humanos, bovino, pollo, roedor, ratón, 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, así como formas maduras que 30
resultan de la escisión postraduccional de un péptido señal y otras formas de procesamiento proteolítico. En algunas 
realizaciones, una NOTUM humana no procesada de longitud completa tiene la secuencia de aminoácidos 
establecida en la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, una NOTUM de ratón no procesada de longitud completa 
tiene la secuencia de aminoácidos establecida en la SEQ ID NO: 2.

35
Los términos "polipéptido", "péptido", y "proteína" se utilizan indistintamente en el presente documento para referirse 
a un polímero de restos de aminoácidos. Los términos se aplican a los polímeros de aminoácidos que contienen 
aminoácidos naturales, así como a los polímeros de aminoácidos en los que uno o más restos de aminoácidos es un 
análogo químico artificial de un aminoácido natural correspondiente. Los los polímeros de aminoácidos pueden ser 
de cualquier longitud. La expresión "polipéptido nativo" se refiere a un polipéptido de origen natural.40

A menos que se indique de otro modo, los términos "prevenir", "que previene" y "prevención" contemplan una acción 
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.

45
A menos que se indique de otro modo, una "cantidad profilácticamente eficaz" de un compuesto es una cantidad 
suficiente para prevenir una enfermedad o afección, o uno o más síntomas asociados con la enfermedad o afección, 
o para prevenir su recurrencia. Una “cantidad profilácticamente eficaz” de un compuesto se refiere a una cantidad de 
agente terapéutico, solo o en combinación con otros agentes, que proporciona un beneficio profiláctico en la 
prevención de la enfermedad. La expresión "cantidad profilácticamente eficaz" puede abarcar una cantidad que 50
mejora la profilaxis global o mejora la eficacia profiláctica de otro agente profiláctico.

Un anticuerpo "se une específicamente" a un antígeno cuando reconoce preferentemente el antígeno en una mezcla 
compleja de proteínas y/o macromoléculas. En algunas realizaciones, un anticuerpo comprende un sitio de unión a 
antígeno que se une específicamente a un epítopo particular. En algunas de dichas realizaciones, el anticuerpo es 55
capaz de unirse a diferentes antígenos siempre que los diferentes antígenos comprendan ese epítopo particular. En 
algunos casos, por ejemplo, las proteínas homólogas de diferentes especies pueden comprender el mismo epítopo. 
En algunas realizaciones, se dice que un anticuerpo se une específicamente a un antígeno cuando la constante de 
disociación (KD) es ≤ 1 μM, en algunas realizaciones, cuando la constante de disociación es ≤ 100 nM, y en algunas 
realizaciones, cuando la constante de disociación es ≤ 10 nM.60

Los términos "sujeto" y "paciente" incluyen tanto a seres humanos como a animales. En algunas realizaciones, un 
sujeto o paciente es un mamífero. 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 65
suficiente para proporcionar un beneficio terapéutico en el tratamiento o gestión de una enfermedad o afección o 
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para retrasar o minimizar uno o más síntomas asociados con la enfermedad o afección. Una "cantidad 
terapéuticamente eficaz" de un compuesto se refiere a una cantidad de agente terapéutico, solo o en combinación 
con otras terapias, que proporciona un beneficio terapéutico en el tratamiento o gestión de la enfermedad o afección. 
La expresión "cantidad terapéuticamente eficaz" puede abarcar una cantidad que mejora la terapia global, reduce o 
evita síntomas o causas de una enfermedad o afección o mejora la eficacia terapéutica de otro agente terapéutico.5

A menos que se indique de otro modo, los términos "tratar", "que trata" y "tratamiento" contemplan una acción 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 progresión de la enfermedad o trastorno.

10
5.2. Anticuerpos

5.2.1. Estructura de Anticuerpo Ejemplar

Un anticuerpo nativo generalmente tiene una estructura tetramérica. Un tetrámero comprende generalmente dos 15
pares idénticos de cadenas polipeptídicas, 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 región variable, VH, y tres regiones constantes, CH1, CH2 y 
CH3. El dominio VH está en el extremo amino de la cadena pesada, y el dominio CH3 está en el extremo carboxi. En 
un anticuerpo nativo, una cadena ligera comprende una región variable, VL y una región constante, CL. La región 20
variable de la cadena ligera está 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 unión al antígeno. Las regiones 
constantes son generalmente responsables de la función efectora.

Las cadenas ligeras humanas nativas se clasifican generalmente como cadenas ligeras kappa y lambda. Las 25
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, lgG2, 
lgG3 y lgG4. IgM tiene subclases que incluyen IgM1 e lgM2. IgA tiene subclases que incluyen IgA1 e lgA2. Dentro de 
las cadenas ligeras y pesadas humanas nativas, las regiones variable y constante están unidas generalmente por 
una región "J" de aproximadamente 12 o más aminoácidos, con la cadena pesada que también incluye una región 30
"D" de aproximadamente 10 aminoácidos más. Véanse, por ejemplo, Fundamental Immunology (1989 ) Ch. 7 (Paul, 
W., ed., 2ª 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) están unidas por tres regiones hipervariables, también llamadas35
regiones determinantes de la complementariedad (CDR). Las CDR de las dos cadenas de cada par generalmente 
están alineadas por las regiones marco, lo que puede permitir la unión a un epítopo específico. 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 CDR3 es la mayor fuente 40
de diversidad molecular dentro del sitio de unión del anticuerpo. H3, por ejemplo, en determinados casos, puede ser 
de tan solo dos restos de aminoácidos o de más de 26 aminoácidos. La asignación de los aminoácidos 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, Publicación N.o 91-3242, vols. 1-3, Bethesda, MD); Chothia, C., 
y Lesk, A.M. (1987) J. Mol. Biol. 196:901-917; o Chothia, C. et al. Nature 342:878-883 (1989). En la presente 45
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 región 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 50
fragmento "Fab" comprende una cadena ligera y una cadena pesada que comprende una región 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 55
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 única cadena polipeptídica con una región de unión a 
antígeno. Se analizan en detalle, anticuerpos de cadena única ejemplares en el documento WO 88/01649 y en las 
patentes de Estados Unidos números 4.946.778 y 5.260.203. En ciertos casos, una región variable única (es decir, 
una región variable de cadena pesada o una región variable de cadena ligera) puede tener la capacidad de 60
reconocer y unirse al antígeno.

Como se usa en el presente documento, la expresión "cadena pesada" se refiere a un polipéptido que comprende 
suficiente secuencia de región variable de cadena pesada para conferir especificidad de antígeno sola o en 
combinación con una cadena ligera.65
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Como se usa en el presente documento, la expresión "cadena ligera" se refiere a un polipéptido que comprende 
suficiente secuencia de región variable de cadena ligera para conferir especificidad de antígeno sola o en 
combinación con una cadena pesada.

5.2.2. Anticuerpos Ejemplares5

Un aspecto de la invención 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 
trisódico (OPTS) in vitro, para su uso en un método para tratar o prevenir una enfermedad o trastorno caracterizado 
por la pérdida ósea en un paciente.10

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

En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante contra NOTUM para su uso de acuerdo con la invención 15
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 dosificación 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 invención aumenta la densidad mineral ósea. En 
algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante contra NOTUM para su uso de acuerdo con la invención aumenta 20
el espesor cortical de la diáfisis del fémur in vivo. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante contra 
NOTUM para su uso de acuerdo con la invención aumenta el área ósea de la diáfisis del fémur in vivo. En algunas 
realizaciones, un anticuerpo neutralizante contra NOTUM para su uso de acuerdo con la invención aumenta el 
espesor cortical de la diáfisis del húmero in vivo. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante contra 
NOTUM para su uso de acuerdo con la invención aumenta la formación ósea endocortical in vivo. En algunas 25
realizaciones, un anticuerpo neutralizante contra NOTUM para su uso de acuerdo con la invención aumenta la 
proporción de volumen de hueso cortical en el cuerpo vertebral de la VL5 in vivo. Por "proporción de volumen de 
hueso cortical en el cuerpo vertebral LV5" se entiende la proporción 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 invención aumenta la proporción de volumen de hueso del cuello femoral al volumen total de cuello 30
femoral in vivo.

Se proporcionan anticuerpos neutralizantes que se unen específicamente a NOTUM humana. En algunas 
realizaciones, se proporcionan anticuerpos neutralizantes que se unen a una región de Q47 a M177 de NOTUM 
humana, para su uso de acuerdo con la invención. En algunas realizaciones, se proporcionan anticuerpos 35
neutralizantes que dependen, para la unión, de una región de Q47 a M177 de NOTUM humana, para su uso de 
acuerdo con la invención. En algunas realizaciones, se proporcionan anticuerpos neutralizantes que se unen 
específicamente a la misma región de NOTUM de diferentes especies (es decir, anticuerpos que demuestran 
reactividad cruzada) para su uso de acuerdo con la invención. En algunas realizaciones, se proporcionan 
anticuerpos neutralizantes que se unen a NOTUM humana y NOTUM de al menos una especie seleccionada de 40
ratón, rata, cobaya, macaco cangrejero, tití y macaco rhesus para su uso de acuerdo con la invención. En algunas 
de dichas realizaciones, los anticuerpos para su uso de acuerdo con la invención se unen específicamente tanto a 
NOTUM de primate no humano como a NOTUM humana. En algunas realizaciones, los anticuerpos para su uso de 
acuerdo con la invención se unen específicamente tanto a NOTUM de ratón como a NOTUM humana.

45
En algunas realizaciones, se proporcionan anticuerpos neutralizantes que se unen a una región de NOTUM humana 
de Q47 a M177, para su uso de acuerdo con la invención. En algunas realizaciones, se proporcionan anticuerpos 
neutralizantes que dependen, para la unión, de una región de NOTUM humana de Q47 a M177, para su uso de 
acuerdo con la invención. En algunas realizaciones, se proporcionan anticuerpos neutralizantes de NOTUM para su 
uso de acuerdo con la invención que se unen a NOTUM quimérica humana-de ratón (SEQ ID NO: 83) con una 50
afinidad que es al menos 5 veces, al menos 10 veces, o al menos 20 veces más fuerte que la afinidad por NOTUM 
quimérica de ratón-humana (SEQ ID NO: 84). En algunas realizaciones, se proporcionan anticuerpos neutralizantes 
de NOTUM para su uso de acuerdo con la invención que se unen a NOTUM quimérica humana-de ratón-humana 
(SEQ ID NO: 85) con una afinidad que es al menos 5 veces, al menos 10 veces, o al menos 20 veces más fuerte 
que la afinidad por NOTUM quimérica de ratón-humana- de ratón (SEQ ID NO: 86). En algunas realizaciones, se 55
proporcionan anticuerpos neutralizantes de NOTUM para su uso de acuerdo con la invención 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 más 
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 más fuerte que la afinidad por NOTUM humana R144A/R145A (SEQ 60
ID NO: 99).

En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante contra NOTUM para su uso de acuerdo con la invención se 
une NOTUM humana (SEQ ID NO: 1) con una afinidad (KD) 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, 65
menos de 3 nM o menos de 2 nM, determinada como se describe en el Ejemplo 6.8. En algunas realizaciones, un 
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anticuerpo neutralizante contra NOTUM para su uso de acuerdo con la invención una CI50 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 IC50 en un ensayo de señalización 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 5
de 15 nM o menos de 10 nM, como se describe en el Ejemplo 6.4.2. La IC50 es para NOTUM humana.

En algunas realizaciones, los anticuerpos neutralizantes para su uso de acuerdo con la invención 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 10
con la invención son anticuerpos monoclonales de ratón. En algunas realizaciones, los anticuerpos neutralizantes 
para su uso de acuerdo con la invención son anticuerpos monoclonales no quiméricos. En algunas realizaciones los 
anticuerpos neutralizantes para su uso de acuerdo con la invención son anticuerpos monoclonales humanizados. En 
algunas realizaciones los anticuerpos neutralizantes para su uso de acuerdo con la invención son anticuerpos 
monoclonales humanos. En algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales quiméricos, humanizados y/o 15
humanos son útiles 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 invención. Fragmentos de anticuerpos ejemplares incluyen, pero sin limitación, Fab, Fab', F(ab')2, 
Fv, scFv, Fd, diacuerpos y similares.20

Los anticuerpos neutralizantes de NOTUM ejemplares no limitantes para su uso de acuerdo con la invención 
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. Además, al menos los MAb 1.802, 1.815, 1.846 y 2.78 son dependientes para 
unirse a NOTUM en al menos una porción de la región del NOTUM humana unida por los aminoácidos Q47 a M177. 25
En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invención compite 
por la unión 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 invención se une a un 
epítopo de NOTUM que se solapa al menos parcialmente con el epítopo unido por al menos un anticuerpo 
seleccionado de MAb 1.802, 1.815, 1.846, 2.1029 y 2.78. Además, en algunas realizaciones, se pronostica que un 30
anticuerpo para su uso de acuerdo con la invención que compite por la unión 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 Sección 7, a continuación. 

35
En algunas realizaciones, se proporcionan anticuerpos neutralizantes NOTUM para su uso de acuerdo con la 
invención que se unen al mismo epítopo al que se une MAb 1.802. En algunas realizaciones, se proporcionan 
anticuerpos neutralizantes NOTUM para su uso de acuerdo con la invención que se unen al mismo epítopo al que se 
une MAb 1.815. En algunas realizaciones, se proporcionan anticuerpos neutralizantes NOTUM para su uso de 
acuerdo con la invención que se unen al mismo epítopo al que se une MAb 1.846. En algunas realizaciones, se 40
proporcionan anticuerpos neutralizantes NOTUM para su uso de acuerdo con la invención que se unen al mismo 
epítopo al que se une MAb 2.1029. En algunas realizaciones, se proporcionan anticuerpos neutralizantes NOTUM 
para su uso de acuerdo con la invención que se unen al mismo epítopo al que se une MAb 2.78.

En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invención 45
comprende una región 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 invención comprende una 
región 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 invención comprende una región variable de 
cadena pesada que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 15, y una región variable de cadena ligera 50
que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 16 En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante 
de NOTUM para su uso de acuerdo con la invención comprende una región variable de cadena pesada que tiene la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 23, y una región variable de cadena ligera que tiene la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 24. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de 
acuerdo con la invención comprende una región variable de cadena pesada que tiene la secuencia de aminoácidos 55
de la SEQ ID NO: 31, y una región variable de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID 
NO: 32. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invención 
comprende una región variable de cadena pesada que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 39, y 
una región variable de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 40.

60
En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invención 
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 invención 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, 35 y 43. 65
En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invención 
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comprende una cadena pesada que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 
17, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 18 y una CDR3 que tiene la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de 
acuerdo con la invención comprende una cadena pesada que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de 
aminoácidos la SEQ ID NO: 25, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 26 y una CDR3 5
que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 27. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante 
de NOTUM para su uso de acuerdo con la invención comprende una cadena pesada que comprende una CDR1 que 
tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 33, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la 
SEQ ID NO: 34 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 35. En algunas realizaciones, 
un neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invención comprende una cadena pesada que 10
comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 41, una CDR2 que tiene la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 42 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID 
NO: 43. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invención 
comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 57, una CDR2 que tiene la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 58 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID 15
NO: 59.

En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invención 
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 invención, el anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de 20
acuerdo con la invención comprende una CDR2 de cadena ligera seleccionada de las SEQ ID NO: 21, 29, y 37, 45 y 
61. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invención 
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 invención comprende una 
CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 20, una CDR2 que tiene la secuencia de 25
aminoácidos de la SEQ ID NO: 21 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 22. En 
algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invención comprende 
una cadena ligera que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos la SEQ ID NO: 28, una CDR2 
que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 29 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de 
la SEQ ID NO: 30. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la 30
invención comprende una cadena ligera que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos la SEQ 
ID NO: 36, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 37 y una CDR3 que tiene la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 38. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM 
para su uso de acuerdo con la invención comprende una cadena ligera que comprende una CDR1 que tiene la 
secuencia de aminoácidos la SEQ ID NO: 44, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 35
45 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 46. En algunas realizaciones, un 
neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invención comprende una cadena ligera que comprende una 
CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos la SEQ ID NO: 60, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos 
de la SEQ ID NO: 61 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 62.

40
En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invención 
comprende una cadena pesada que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 
17, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 18 y una CDR3 que tiene la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 19; y una cadena ligera que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de 
aminoácidos SEQ ID NO: 20, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 21 y una CDR3 45
que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 22. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante 
de NOTUM para su uso de acuerdo con la invención comprende una cadena pesada que comprende una CDR1 que 
tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 25, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la 
SEQ ID NO: 26 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 27; y una cadena ligera que 
comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos SEQ ID NO: 28, una CDR2 que tiene la secuencia de 50
aminoácidos de la SEQ ID NO: 29 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 30. En 
algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invención comprende 
una cadena pesada que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 33, una 
CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 34 y una CDR3 que tiene la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 35; y una cadena ligera que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de 55
aminoácidos SEQ ID NO: 36, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 37 y una CDR3 
que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 38. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante 
de NOTUM para su uso de acuerdo con la invención comprende una cadena pesada que comprende una CDR1 que 
tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 41, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la 
SEQ ID NO: 42 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 43; y una cadena ligera que 60
comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos SEQ ID NO: 44, una CDR2 que tiene la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 45 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 46. En 
algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invención comprende 
una cadena pesada que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 57, una 
CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 58 y una CDR3 que tiene la secuencia de 65
aminoácidos de la SEQ ID NO: 59; y una cadena ligera que comprende una CDR1 que tiene la secuencia de 
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aminoácidos SEQ ID NO: 60, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 61 y una CDR3 
que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 62.

Los anticuerpos neutralizantes de NOTUM que se unen específicamente a NOTUM humana se proporcionan para su 
uso de acuerdo con la invención. En algunas realizaciones, se proporcionan anticuerpos neutralizantes de NOTUM 5
que se unen específicamente al mismo epítopo en NOTUM de diferentes especies (es decir, anticuerpos que 
demuestran reactividad cruzada) para su uso de acuerdo con la invención. En algunas realizaciones, se 
proporcionan anticuerpos neutralizantes de NOTUM que se unen específicamente a NOTUM humana y también se 
unen específicamente a al menos una especie de NOTUM seleccionada de ratón, rata, cobaya, macaco cangrejero, 
tití y macaco rhesus para su uso de acuerdo con la invención. En algunas realizaciones, se proporcionan anticuerpos 10
neutralizantes de NOTUM que se unen específicamente a NOTUM humana y a NOTUM de al menos una especie de 
primate no humano para su uso de acuerdo con la invención. En algunas realizaciones, se proporcionan anticuerpos 
neutralizantes de NOTUM que se unen específicamente a NOTUM humana y a NOTUM de ratón para su uso de 
acuerdo con la invención.

15
Un aspecto adicional de la invención 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 región variable de cadena pesada y una región variable de cadena ligera, en donde: a) la región 
variable de la cadena pesada comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 41, 
una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 42, y una CDR3 que tiene la secuencia de 20
aminoácidos de la SEQ ID NO: 43, y en donde la región variable de la cadena ligera comprende una CDR1 que tiene 
la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 44, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID 
NO: 45 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 46; o b) la región variable de la 
cadena pesada comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 57, una CDR2 que 
tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 58, y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la 25
SEQ ID NO: 59, y en donde la región variable de la cadena ligera comprende una CDR1 que tiene la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 60, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 61 y una 
CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 62. En algunas realizaciones del anticuerpo de la 
invención de acuerdo con (a), la región variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoácidos de la 
SEQ ID NO: 39 y la región variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 30
40; o la región variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:67 y la 
región variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:69; o la cadena 
pesada comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:68 y la cadena ligera comprende la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO:70. En algunas realizaciones del anticuerpo de la invención de acuerdo con (b), la 
región variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 55 y la región 35
variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoácidos 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 invención están quimerizados. 40
En algunas realizaciones, se quimerizan los anticuerpos monoclonales de ratón que se unen específicamente a 
NOTUM humana para su uso de acuerdo con la invención. 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.º 6.075.181 y 5.877.397.45

En algunas realizaciones, se “humanizan” los anticuerpos no humanos para su uso de acuerdo con la invención. En 
algunas realizaciones, se humanizan los anticuerpos monoclonales de ratón para su uso de acuerdo con la 
invención que se unen específicamente a NOTUM humana. En algunas realizaciones, se humanizan los anticuerpos 
monoclonales de ratón para su uso de acuerdo con la invención, que se generan contra NOTUM de ratón, pero que 50
se unen específicamente (es decir, reaccionan de forma cruzada) con NOTUM humana. En algunas realizaciones, 
los anticuerpos humanizados para su uso de acuerdo con la invención conservan su especificidad de unión y tienen 
una inmunogenicidad reducida (por ejemplo, una respuesta reducida al anticuerpo anti-ratón humano (HAMA)) 
cuando se administran a un ser humano. En algunas realizaciones, la humanización se logra mediante métodos que 
incluyen injertos de CDR e ingeniería humana, como se describe con detalle en lo sucesivo.55

En algunas realizaciones de anticuerpos humanizados para su uso de acuerdo con la invención, una o más regiones 
determinantes de complementariedad (CDR) de las regiones variables de cadena ligera y pesada de un anticuerpo 
con la especificidad de unión 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.º 60
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 más 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 aminoácidos de cadena pesada o ligera de cadena 
humanas para identificar una secuencia de aminoácidos consenso.65
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En algunas realizaciones, se reemplazan ciertos aminoácidos de FR en el anticuerpo aceptor con aminoácidos de 
FR del anticuerpo donante. En ciertas de estas realizaciones, los aminoácidos de FR del anticuerpo donante son 
aminoácidos que contribuyen a la afinidad del anticuerpo donante por el antígeno diana. Véanse, por ejemplo, en las 
patentes de Estados Unidos N.º 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 informáticos se utilizan para modelar 5
anticuerpos de donante y/o aceptor para identificar restos que puedan participar en la unión del antígeno y/o 
contribuir a la estructura del sitio de unión a antígeno, ayudando, de este modo, en la selección 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 10
una región 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 aminoácidos) para aumentar la afinidad del anticuerpo humanizado por el 15
antígeno diana. En algunas realizaciones, las FR injertadas en un anticuerpo humanizado se modifican 
adicionalmente (por ejemplo, mediante sustituciones, deleciones o inserciones de aminoácidos) para aumentar la 
afinidad del anticuerpo humanizado por el antígeno diana.

En algunas realizaciones, los anticuerpos no humanos para su uso de acuerdo con la invención pueden 20
humanizarse usando un método de "ingeniería humana". Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU n.º 5.766.886 
y 5.869.619. En algunas realizaciones de ingeniería humana, la información sobre la estructura de los dominios 
variables de anticuerpos (p. ej., información obtenida de estructuras cristalinas y/o modelos moleculares) se usa para 
evaluar la probabilidad de que un resto de aminoácido dado en una región variable esté (a) involucrado en la unión 
al antígeno, (b) expuesto en la superficie del anticuerpo (es decir, accesible al disolvente), o (c) internado dentro de 25
la región variable del anticuerpo (es decir, involucrado en el mantenimiento de la estructura de la región variable). 
Asimismo, en algunas realizaciones, las secuencias consenso de la región variable humana se generan para 
identificar restos que se conservan entre las regiones variables humanas. En algunas realizaciones, esa información 
proporciona orientación sobre si se debe sustituir un resto de aminoácido en la región variable de un anticuerpo no 
humano.30

En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM humanizado para su uso de acuerdo con la 
invención 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 invención comprende una cadena pesada que comprende una CDR1, CDR2 35
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 invención 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 
invención comprende una cadena ligera que comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de un anticuerpo seleccionado 40
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 invención 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 invención 45
comprende una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoácidos 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 
invención comprende una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoácidos 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 invención comprende una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada 50
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 invención comprende una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoácidos 
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 invención comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 67 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID 55
NO: 69. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invención 
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 71 y una cadena 
ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 73. En algunas realizaciones, un anticuerpo 
neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invención comprende una cadena pesada que comprende la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 75 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos 60
de la SEQ ID NO: 77. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con 
la invención comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 79 y 
una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 81. En algunas realizaciones, un 
anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invención comprende una cadena pesada que 
comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 68 y una cadena ligera que comprende la secuencia de 65
aminoácidos 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 invención comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID 
NO: 72 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 74. En algunas 
realizaciones, un anticuerpo neutralizante de NOTUM para su uso de acuerdo con la invención comprende una 
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 76 y una cadena ligera que 
comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 78. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante 5
de NOTUM para su uso de acuerdo con la invención comprende una cadena pesada que comprende la secuencia 
de aminoácidos de la SEQ ID NO: 80 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ 
ID NO: 82.

5.2.2.2. Isotipos de anticuerpos10

En algunas realizaciones, un anticuerpo contra NOTUM es de cualquier isotipo seleccionado de IgM, IgD, I+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 IgG1, lgG2, lgG3 o lgG4. En algunas realizaciones, un anticuerpo contra NOTUM es 
del isotipo IgM. En ciertas de estas realizaciones, un anticuerpo es de la subclase IgM1 o lgM2. En algunas 15
realizaciones, un anticuerpo contra NOTUM es del isotipo IgA. En ciertas de estas realizaciones, un anticuerpo es de 
la subclase IgA1 o lgA2. Un anticuerpo contra NOTUM puede comprender una región constante de cadena ligera 
lambda o kappa, por ejemplo, de origen humano o de ratón. En algunas realizaciones, un anticuerpo contra NOTUM 
comprende una región constante de cadena ligera kappa humana y una región constante de la cadena pesada de 
IgG1, lgG2 o lgG4 humana. En algunas realizaciones, un anticuerpo contra NOTUM comprende una cadena ligera 20
kappa de ratón y una cadena pesada IgG1 o lgG2 de ratón.

5.2.2.3. Anticuerpos modificados

En algunas realizaciones, un anticuerpo se modifica para alterar una o más de sus propiedades. En algunas 25
realizaciones, un anticuerpo modificado puede tener ventajas sobre un anticuerpo no modificado, como el aumento 
de la estabilidad, el aumento del tiempo en circulación o la disminución de la inmunogenicidad (véase, por ejemplo,
la patente de Estados Unidos n.° 4.179.337). En algunas realizaciones, un anticuerpo se modifica enlazándolo a un 
resto no proteico. En algunas realizaciones, un anticuerpo se modifica alterando el estado de glicosilación del 
anticuerpo, por ejemplo, alterando el número, tipo, enlace y/o posición de las cadenas de carbohidratos en el 30
anticuerpo. En algunas realizaciones, se altera un anticuerpo para que no esté glicosilado.

En algunas realizaciones, uno o más restos químicos están unidos a la cadena principal de aminoácidos y/o restos 
de carbohidratos del anticuerpo. Ciertos métodos ejemplares para unir un resto químico a un anticuerpo son 
conocidos por los expertos en la materia. Dichos métodos incluyen, pero sin limitación, reacciones de acilación o 35
reacciones de alquilación. 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 químicamente en 40
su extremo amino.

En algunas realizaciones, un anticuerpo está unido a un marcador detectable, como un marcador enzimático, 
fluorescente, isotópico o de afinidad. En ciertas de estas realizaciones, un marcador detectable permite la detección 
o el aislamiento del anticuerpo. En algunas realizaciones, un marcador detectable permite la detección de un 45
antígeno unido por el anticuerpo.

En algunas realizaciones, un anticuerpo se modifica enlazándolo a uno o más polímeros. En algunas realizaciones, 
un anticuerpo está unido a uno o más polímeros solubles en agua. En ciertas de estas realizaciones, la unión a un 
polímero soluble en agua reduce la probabilidad de que el anticuerpo precipite en un ambiente acuoso, como un 50
ambiente fisiológico. En algunas realizaciones, un anticuerpo está unido a un polímero soluble en agua. En algunas 
realizaciones, un experto en la materia puede seleccionar un polímero soluble en agua adecuado basándose en 
consideraciones que incluyen si el conjugado polímero/anticuerpo se usará en el tratamiento de un paciente y, si es 
así, el perfil farmacológico del anticuerpo (por ejemplo, semivida, dosificación, actividad, antigenicidad y/u otros 
factores).55

Ciertos polímeros solubles en agua clínicamente aceptables ejemplares incluyen, pero sin limitación, polietilenglicol 
(PEG); propionaldehído de polietilenglicol; copolímeros de etilenglicol/propilenglicol; monometoxi-polietilenglicol; 
carboximetilcelulosa; dextrano; alcohol de polivinilo (PVA); polivinilpirrolidona, poli-1, 3-dioxolano; poli-1,3,6-trioxano; 
copolímero de etileno/anhídrido maleico; poli-β-aminoácidos (homopolímeros o copolímeros aleatorios); poli (n-vinil 60
pirrolidona) polietilenglicol; homopolímeros de polipropilenglicol (PPG) y otros óxidos de polialquileno; copolímeros 
de óxido de polipropileno/óxido de etileno; polioles polioxietilados (POG) (por ejemplo, glicerol) y otros polioles 
polioxietilados; sorbitol polioxietilado, glucosa polioxietilada, ácidos colónicos u otros polímeros de carbohidratos; y 
Ficoll, dextrano o mezclas de los mismos. Ciertos PEG ejemplares incluyen, pero sin limitación, ciertas formas 
conocidas en la técnica por ser útiles en la modificación de anticuerpos, tales como mono- (C1-C10) alcoxi o ariloxi-65
PEG. En algunas realizaciones, El propionaldehído de PEG puede tener ventajas en la fabricación debido a su 
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estabilidad en agua.
En algunas realizaciones, un polímero soluble en agua es de cualquier peso molecular. En algunas realizaciones, un 
polímero soluble en agua es ramificado o no ramificado. En algunas realizaciones, un polímero 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 polímero soluble en agua tiene un peso molecular 5
promedio de aproximadamente 5 kDa a aproximadamente 40 kDa. En algunas realizaciones, un polímero soluble en 
agua tiene un peso molecular promedio de aproximadamente 10 kDa a aproximadamente 35 kDa. En algunas 
realizaciones, un polímero soluble en agua tiene un peso molecular promedio de aproximadamente 15 kDa a 
aproximadamente 30 kDa.

10
En algunas realizaciones, un anticuerpo está unido polietilenglicol (PEG; es decir, un anticuerpo está "pegilado"). En 
diversas realizaciones, PEG tiene baja toxicidad en mamíferos. 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 síndrome de inmunodeficiencia combinada grave. En 
diversas realizaciones, PEG puede reducir la inmunogenicidad de los anticuerpos. Por ejemplo, en algunas 15
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 polímero está unido a uno o más restos de aminoácidos reactivos en un anticuerpo. 
Ciertos restos de aminoácidos reactivos ejemplares incluyen, pero sin limitación, el grupo alfa-amino del aminoácido 20
amino-terminal, los grupos épsilon amino de las cadenas laterales de lisina, los grupos sulfhidrilo de las cadenas 
laterales de cisteína, los grupos carboxilo de las cadenas laterales de aspartilo y glutamilo, el grupo alfa-carboxilo del 
aminoácido 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 reacción directa con proteínas son conocidas por los expertos en la materia. Por ejemplo, en algunas 25
realizaciones, los reactivos de PEG adecuados para la unión a grupos amino incluyen, pero sin limitación, ésteres 
activos de derivados de ácido carboxílico 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 30
reacciones con aldehídos generados por la oxidación con periodato de grupos de carbohidratos en proteínas.

En algunas realizaciones, un polímero soluble en agua tiene al menos un grupo reactivo. En algunas realizaciones, 
un derivado activado de un polímero soluble en agua, tal como PEG, se crea haciendo reaccionar el polímero 
soluble en agua con un grupo activador. En algunas realizaciones, un grupo activador puede ser monofuncional, 35
bifuncional o multifuncional. Ciertos grupos de activación ejemplares que pueden usarse para unir un polímero 
soluble en agua a dos o más anticuerpos incluyen, pero sin limitación, 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 hidrólisis durante períodos 
prolongados en ambientes acuosos a pH de aproximadamente 11 o menos. En algunas realizaciones, un derivado 40
de PEG unido a otra molécula, tal como un anticuerpo, confiere estabilidad de la hidrólisis a esa molécula. Ciertos 
derivados de PEG homobifuncionales ejemplares incluyen, pero sin limitación, PEG-bis-clorosulfona y PEG-bis-
vinilsulfona (véase el documento WO 95/13312).

5.2.3. Ciertos métodos de producir anticuerpos monoclonales45

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 50
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 Capítulo. 6 (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring 
Harbor, NY). En ciertas de estas realizaciones, un animal no humano adecuado, tal como un ratón, rata, hámster, 
mono u otro mamífero, se inmuniza con un inmunógeno para producir células secretoras de anticuerpos. En algunas 
realizaciones, las células secretoras de anticuerpos son células B, como linfocitos o esplenocitos. En algunas 55
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 línea celular "inmortalizada", tal 
como una línea celular de tipo mieloide, para producir células de hibridoma. En algunas realizaciones, las células de 60
hibridoma que producen los anticuerpos deseados se identifican, por ejemplo, mediante ELISA. En algunas 
realizaciones, tales células pueden ser subclonadas y cultivadas, a continuación, usando métodos convencionales. 
En algunas realizaciones, dichas células también pueden crecer in vivo como tumores ascíticos en un hospedador 
animal adecuado. En algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales se aíslan de medio de cultivo de 
hibridoma, suero o líquido ascítico utilizando procedimientos de separación convencionales, tal como cromatografía 65
de afinidad. Se proporciona una guía para la producción de hibridomas y la purificación de anticuerpos monoclonales 
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de acuerdo con ciertas realizaciones, por ejemplo, en Harlow and Lane (1988) Antibodies: A Laboratory Manual
Capítulo. 8 (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY).

En algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales de ratón se producen inmunizando ratones genéticamente 
alterados con un inmunógeno. En ciertas de estas realizaciones, los ratones son ratones deficientes en NOTUM, que 5
carecen parcial o totalmente de la función 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 10
ejemplo, ratones) que son capaces de producir anticuerpos humanos. Véanse, por ejemplo, las patentes de los 
Estados Unidos n.º 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 integración de línea germinal) en ratones en los que se han 
inactivado los genes de Ig endógenos. Véanse, por ejemplo, Jakobovits et al. (1993) Nature 362:255-258; Tomizuka 15
et al. (2000) Proc. Nat'I Acad. Sci. USA 97:722-727; y Mendez et al. (1997) Nat. Genet. 15:146-156 (que describen la 
línea XenoMouse II® de ratones transgénicos).

En algunas realizaciones, tales ratones transgénicos se inmunizan con un inmunógeno. En ciertas de estas 
realizaciones, se obtienen células linfáticas (como las células B) de ratones que expresan anticuerpos. En ciertas de 20
estas realizaciones, tales células recuperadas se fusionan con una línea celular "inmortalizada", tal como una línea 
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 específicos para el antígeno 
de interés. Se describen ciertos métodos ejemplares y ratones transgénicos adecuados para la producción de 
anticuerpos monoclonales humanos, por ejemplo, en Jakobovits et al. (1993) Nature 362:255-258;Jakobovits (1995) 25
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 continuación.30

5.2.3.2. Ciertos métodos basados en presentación

En algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales humanos se producen utilizando un método basado en la 
presentación, tal como, por ejemplo, cualquiera de los descritos a continuación.35

En algunas realizaciones, se produce un anticuerpo monoclonal usando técnicas de presentación en fagos. Los 
expertos en la materia conocen diversos métodos de presentación 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 40
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 lítico fd o M13. En algunas realizaciones, los 
anticuerpos son fragmentos de anticuerpos, tales como scFv, Fab, Fv con un enlace disulfuro intermolecular 
diseñado para estabilizar el par VH-VL y diacuerpos. En algunas realizaciones, pueden seleccionarse, por lo tanto, 
anticuerpos con la especificidad de unión deseada. Realizaciones ejemplares no limitantes de métodos de 45
presentación en fagos de anticuerpos se describen con más detalle a continuación.

En algunas realizaciones, puede prepararse una biblioteca de presentación 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 50
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 amplificación por PCR de ADN genómico o ADNc derivado del 
ARNm 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.55

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 clonación, dando como resultado, de este modo, la formación 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 60
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 clonación por etapas en un vector adecuado.

En algunas realizaciones, el ADNc se clona en un vector de presentación en fagos, tal como un vector fagémido. 
Ciertos vectores fagémidos ejemplares, tales como pCES1, son bien conocidos por los expertos en la materia. En 65
algunas realizaciones, el ADNc que codifica tanto cadenas pesadas como ligeras está 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 porción 
del gen III, que codifica la proteína de la cubierta de fago menor pIII. En ciertas de estas realizaciones, el fagémido 
dirige la expresión de la fusión de scFv-plll en la superficie del fago. Como alternativa, en algunas realizaciones, El 
ADNc que codifica la cadena pesada (o cadena ligera) se clona en marco con la totalidad o una porción del gen III, y 
el ADNc que codifica la cadena ligera (o cadena pesada) se clona cadena abajo de una secuencia señal en el mismo 5
vector. La secuencia de señal dirige la expresión 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 están 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, señales para la recombinación 10
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 proteínas estructurales de fagos, permitiendo, de este modo,la expresión de 15
partículas de fago que portan la proteína de fusión anticuerpo-píldora 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 20
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 presentación en fagos "nativas" o "universales" se construyen como se 25
describe anteriormente utilizando ácido nucleico de un animal no inmunizado. En algunas realizaciones, el animal no 
inmunizado es un ser humano. En algunas realizaciones, las bibliotecas de presentación en fagos "inmunizadas" se 
construyen como se describe anteriormente usando ácido nucleico de un animal inmunizado. En algunas 
realizaciones, el animal inmunizado es un ser humano, rata, ratón, hámster o mono. En ciertas de estas 
realizaciones, los animales no humanos se inmunizan con cualquiera de los inmunógenos descritos a continuación.30

Ciertas bibliotecas de presentación en fagos de anticuerpos humanos universales ejemplares están disponibles de 
fuentes comerciales. Ciertas bibliotecas ejemplares incluyen, pero sin limitación, la serie de bibliotecas HuCAL de 
MorphoSys AG (Martinstreid/Munich, Alemania); bibliotecas de Crucell (Leiden, Países Bajos) que utilizan la 
tecnología MAbstract®; la biblioteca de Fab de n-CoDeR ™ de Biolnvent (Lund, Suecia); y bibliotecas disponibles de 35
Cambridge Antibody Technology (Cambridge, Reino Unido).

En algunas realizaciones, la selección de anticuerpos que tienen la especificidad de unión deseada a partir de una 
biblioteca de presentación en fagos se consigue mediante etapas de selección sucesivas. En algunas realizaciones 
de selección, las preparaciones de fagos de biblioteca se exponen al antígeno. En ciertas de estas realizaciones, los 40
complejos de fago-antígeno 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.

45
En algunas realizaciones, el antígeno utilizado en la selección es cualquiera de los inmunógenos descritos a 
continuación. En algunas realizaciones, el antígeno se inmoviliza sobre un soporte sólido para permitir la purificación 
del fago de unión al antígeno mediante cromatografía de afinidad. En algunas realizaciones, el antígeno está 
biotinilado, lo que permite la separación de fagos unidos a partir de fagos no unidos utilizando perlas magnéticas 
recubiertas con estreptavidina. En algunas realizaciones, el antígeno puede inmovilizarse en las células (para la 50
selección 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 selección.

En algunas realizaciones, se usa un sistema de presentación en levaduras para producir anticuerpos monoclonales. 
En ciertos sistemas de este tipo, un anticuerpo se expresa como una proteína de fusión con la totalidad o una 55
porción de la proteína 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 unión 
deseada pueden identificarse exponiendo las células a un antígeno marcado de forma fluorescente. En ciertas de 
estas realizaciones, las células de levadura que se unen al antígeno se pueden aislar mediante citometría de flujo. 
Véase, por ejemplo, Boder et al. (1997) Nat. Biotechnol. 15:553-557.60

5.2.3.3. Ciertos métodos de maduración de la afinidad

En algunas realizaciones, la afinidad de un anticuerpo por un antígeno particular aumenta al someter el anticuerpo a 
una maduración de la afinidad (o "evolución dirigida") in vitro. In vivo, los anticuerpos nativos experimentan una 65
maduración de la afinidad a través de hipermutación somática seguida de selección. Algunos métodos in vitro imitan 
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ese proceso in vivo, lo que permite la producción de anticuerpos con afinidades iguales o superiores a la de los 
anticuerpos nativos.

En algunas realizaciones de maduración de la afinidad, se introducen mutaciones en una secuencia de ácido 
nucleico que codifica la región variable de un anticuerpo que tiene la especificidad de unión deseada. Véanse, por 5
ejemplo, 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 región variable de la cadena pesada, de la cadena ligera, o de 
ambas. En algunas realizaciones, las mutaciones se introducen en una o más 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 más FR. En algunas realizaciones, se crea una biblioteca de mutaciones, por ejemplo, en una 10
biblioteca de presentación en fagos, ribosomas o levaduras, de modo que los anticuerpos con afinidad aumentada 
pueden identificarse mediante métodos de detección 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 15
et al. (1998) Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 95:14130-14135.

En algunas realizaciones, las mutaciones se introducen por mutagénesis específica de sitio basándose en la 
información sobre la estructura del anticuerpo, por ejemplo, el sitio de unión a antígeno. En algunas realizaciones, 
las mutaciones se introducen utilizando mutagénesis combinatoria de CDR. En algunas realizaciones, la totalidad o 20
una porción de la secuencia codificante de la región variable se mutageniza aleatoriamente, por ejemplo, usando 
células mutadoras de E. coli, reorganización de genes homólogos, 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.

25
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 30
combinación 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 35
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 ratón que se unen específicamente a NOTUM humana 
(incluidos los anticuerpos monoclonales de ratón producidos contra el NOTUM de ratón, pero que se unen 40
específicamente (es decir, reaccionan de forma cruzada) con el NOTUM humana) están sujetos a reordenamiento 
secuencial de cadenas. En algunas realizaciones, por ejemplo, la cadena pesada de un anticuerpo monoclonal de 
ratón 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 continuación, con un nuevo repertorio de cadenas pesadas humanas, y se seleccionan los anticuerpos 45
con la afinidad deseada. Por lo tanto, en algunas realizaciones, se seleccionan anticuerpos humanos que tienen la 
especificidad y afinidad de unión a antígeno deseadas.

Como alternativa, en algunas realizaciones, la cadena pesada de un anticuerpo monoclonal de ratón dado se 
combina con un nuevo repertorio de cadenas ligeras humanas, y se seleccionan los anticuerpos con la afinidad 50
deseada de esta primera ronda de reordenamiento. En algunas realizaciones, la cadena ligera de un anticuerpo 
monoclonal de ratón 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 
continuación, con cadenas pesadas humanas de los anticuerpos seleccionados en la segunda ronda de 55
reordenamiento. Por lo tanto, en algunas realizaciones, se seleccionan anticuerpos humanos que tienen la 
especificidad y afinidad de unión a antígeno deseadas.

En algunas realizaciones, se utiliza un método de "presentación en ribosomas" que alterna la selección de 
anticuerpos con la maduración de la afinidad. En algunas realizaciones de un método de presentación en ribosomas, 60
el ácido nucleico que codifica el anticuerpo se amplifica mediante RT-PCR entre las etapas de selección. Por lo 
tanto, en algunas realizaciones, se pueden usar polimerasas propensas a errores para introducir mutaciones en el 
ácido 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.

65
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5.2.3.4. Ciertos métodos recombinantes

En algunas realizaciones, se produce un anticuerpo monoclonal usando técnicas recombinantes. Véase, por 
ejemplo, la patente de Estados Unidos n.º 4.816.567. En ciertas de estas realizaciones, los ácidos nucleicos que 
codifican cadenas de anticuerpos monoclonales se clonan y expresan en una célula hospedadora adecuada. Por 5
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 
oligonucleótidos específicos. En algunas realizaciones, el ADNc se clona en un vector de expresión adecuado. En 10
algunas realizaciones, el vector de expresión se transforma o transfecta, a continuación, en una célula hospedadora 
adecuada, tal como una célula hospedadora que no produce anticuerpo de manera endógena. Ciertas células 
hospedadoras ejemplares incluyen, pero sin limitación, E. coli, células COS, células de ovario de hámster 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.15

En algunas realizaciones, se puede modificar el ADNc que codifica una cadena pesada o ligera. Por ejemplo, en 
algunas realizaciones, la región constante de una cadena pesada o ligera de ratón puede reemplazarse con la región 
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 unión 20
de un anticuerpo de ratón.

En algunas realizaciones, una única molécula de ácido nucleico comprende una primera secuencia de 
polinucleótidos que codifica la cadena pesada de un anticuerpo neutralizante de NOTUM y una segunda secuencia 
de polinucleótidos que codifica la cadena ligera de un anticuerpo neutralizante de NOTUM. En algunas realizaciones, 25
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 único polipéptido, que comprende tanto la cadena pesada como la cadena ligera del anticuerpo. En 
algunas realizaciones, una única molécula de ácido 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 30
realizaciones, cada cadena está bajo el control de un promotor separado. En algunas realizaciones, las dos cadenas 
están bajo el control del mismo promotor. Un experto en la materia puede seleccionar una configuración adecuada y 
elementos de control adecuados para la cadena pesada y ligera del anticuerpo neutralizante de NOTUM de acuerdo 
con la aplicación prevista.

35
En algunas realizaciones, el ácido nucleico es un vector, tal como un vector de expresión 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 expresión adecuado, o vectores de expresión, de acuerdo con las células hospedadoras 
que se van a usar para la expresión. Muchos de tales vectores ejemplares son conocidos en la técnica.

40
En algunas realizaciones, una molécula de ácido nucleico comprende una secuencia de polinucleótidos 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 ácido nucleico 
comprende una secuencia de polinucleótidos 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 ácido nucleico comprende una secuencia 45
de polinucleótidos 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 ácido nucleico comprende una secuencia de polinucleótidos 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 ácido nucleico 
comprende una primera secuencia de polinucleótidos que codifica la cadena pesada y una segunda secuencia de 50
polinucleótidos 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 líneas celulares. En algunas 
realizaciones, as secuencias que codifican anticuerpos particulares se pueden usar para la transformación de una 55
célula hospedadora de mamífero adecuada. De acuerdo con determinadas realizaciones, la transformación puede 
ser mediante cualquier método conocido para introducir polinucleótidos en una célula hospedadora. Ciertos métodos 
ejemplares incluyen, pero sin limitación, empaquetar el polinucleótido en un virus (o en un vector viral) y transducir 
una célula hospedadora con el virus (o vector) y usar ciertos procedimientos de transfección conocidos en la técnica, 
como se ejemplifica por las Patentes de los Estados Unidos n.º 4.399.216, 4.912.040, 4.740.461 y 4.959.455. En 60
algunas realizaciones, el procedimiento de transformación utilizado puede depender del hospedador que a 
transformar. Ciertos métodos ejemplares para la introducción de polinucleótidos heterólogos en células de 
mamíferos son conocidos en la técnica e incluyen, pero sin limitación, transfección mediada por dextrano, 
precipitación con fosfato de calcio, transfección mediada por polibreno, fusión de protoplastos, electroporación, 
encapsulación del (de los) polinucleótido(s) en liposomas, y microinyección directa del ADN en los núcleos.65
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Ciertas líneas celulares ejemplares de mamíferos disponibles como hospedadores para la expresión son conocidas 
en la técnica e incluyen, pero sin limitación, muchas líneas celulares inmortalizadas disponibles de la Colección de 
Cultivos Tipo Americana (ATCC), incluyendo células de ovario de hámster chino (CHO), células HeLa, células de 
riñón de cría de hámster (BHK), células de riñón de mono (COS), células de carcinoma hepatocelular humano (por 
ejemplo, Hep G2) y varias líneas celulares diferentes. En algunas realizaciones, las líneas celulares pueden 5
seleccionarse determinando qué líneas celulares producen altos niveles de anticuerpos que se unen 
específicamente a NOTUM.

5.3 Anticuerpos monoclonales para su uso en tratamiento
10

Esta invención abarca un método para estimular la formación de hueso endocortical en un paciente, que comprende 
administrar a un paciente que lo necesite una cantidad eficaz de un anticuerpo de la invención. 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 invención.

15
Esta invención 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 ósea. El método comprende administrar a un individuo que lo necesite una cantidad 
terapéuticamente o profilácticamente eficaz de un anticuerpo para su uso de acuerdo con la invención. Ejemplos de 
enfermedades y trastornos incluyen osteoporosis (p.ej., osteoporosis postmenopáusica, osteoporosis inducida por 20
esteroides o glucocorticoides, osteoporosis masculina y osteoporosis idiopática), osteopenia y enfermedad de Paget.

En el presente documento también se describe un método para tratar, gestionar o prevenir las fracturas óseas, que 
comprende administrar a un paciente que lo necesite una cantidad terapéutica o profilácticamente eficaz de un 
anticuerpo descrito en el presente documento. Las fracturas óseas particulares están asociadas con enfermedad 25
ósea metastásica, es decir, cáncer que ha hecho metástasis en hueso. Ejemplos de cánceres que pueden hacer 
metástasis en hueso incluyen el cáncer de próstata, mama, pulmón, tiroides y riñón.

Esta invención 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 30
ósea asociada con, o causada por, una enfermedad o trastorno. El método comprende administrar a un individuo 
que lo necesite una cantidad terapéuticamente o profilácticamente eficaz de un anticuerpo para su uso de acuerdo 
con la invención. Ejemplos de enfermedades y trastornos incluyen enfermedad celiaca, enfermedad de Crohn, 
síndrome de Cushing, hiperparatiroidismo, enfermedad inflamatoria del intestino y colitis ulcerosa.

35
Pacientes ejemplares no limitantes que pueden beneficiarse de los anticuerpos y anticuerpos para su uso de 
acuerdo con esta invención incluyen hombres y mujeres de 55 años o más, mujeres postmenopáusicas y pacientes 
que padecen insuficiencia renal.

Los anticuerpos de la invención y los anticuerpos para su uso de acuerdo con la invención se pueden administrar en 40
combinación (por ejemplo, en el mismo momento o en momentos diferentes) con otros medicamentos que se sabe 
que son útiles en el tratamiento, gestión o prevención de enfermedades o afecciones que afectan el hueso. Los 
ejemplos incluyen: moduladores de los receptores de andrógenos; bisfosfonatos; calcitonina; antagonistas del 
receptor sensibilizante del calcio; anticuerpos contra RANKL, inhibidores de la catepsina K; estrógenos y 
moduladores de los receptores de estrógenos; aglutinantes de integrinas, antagonistas de anticuerpos y receptores; 45
hormona paratiroidea (PTH) y análogos y miméticos de la misma; y vitamina D y análogos de vitamina D sintéticos.

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

50
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 55
(relacatib), MK-0822 (odanacatib) y MK-1256.

Ejemplos de estrógenos y moduladores de los receptores de estrógenos incluyen estrógenos de origen natural (por 
ejemplo, 7-estradiol, estrona y estriol), estrógenos conjugados (por ejemplo, estrógenos equinos conjugados), 
anticonceptivos orales, estrógenos sulfatados, progestágeno, estradiol, droloxifeno, raloxifeno, lasofoxifeno, TSE-60
424, tamoxifeno, idoxifeno, LY353381, LY117081, toremifeno, fulvestrant, 4-[7-(2,2-dimetil--oxopropoxi-4-metil-2-[4-
[2-(l-piperidinil)etoxi]fenil]-2H-l-benzopirán-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), 65
cilengitida y L-000845704.
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5.4. Formulaciones farmacéuticas

Esta invención abarca composiciones farmacéuticas que comprenden uno o más anticuerpos de la invención, y 
opcionalmente uno o más fármacos diferentes, tal como los descritos anteriormente.

5
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 
limitación, anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados y anticuerpos humanos. Los expertos en la materia 
están familiarizados con el uso de anticuerpos como agentes terapéuticos.

10
En algunas realizaciones, se proporciona una composición farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un 
anticuerpo contra NOTUM y un diluyente, vehículo, solubilizante, emulsionante, conservante y/o adyuvante 
farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, se proporciona una composición 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 15
farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, se selecciona al menos un agente terapéutico adicional de 
los descritos anteriormente.

En algunas realizaciones, los materiales de formulación para composiciones farmacéuticas no son tóxicos para los 
receptores en las dosis y concentraciones empleadas.20

En algunas realizaciones, la composición farmacéutica comprende materiales de formulación para modificar, 
mantener o preservar, por ejemplo, el pH, osmolaridad, viscosidad, transparencia, color, isotonicidad, olor, 
esterilidad, estabilidad, tasa de disolución o liberación, adsorción o penetración de la composición. En algunas 
realizaciones, los materiales de formulación adecuados incluyen, pero sin limitación, aminoácidos (por ejemplo, 25
glicina, glutamina, asparagina, arginina y lisina); antimicrobianos; antioxidantes (por ejemplo, ácido ascórbico, sulfito 
de sodio y hidrogenosulfito de sodio), tampones (por ejemplo, borato, bicarbonato, Tris-HCl, citratos, fosfatos y otros 
ácidos orgánicos); agentes de carga (por ejemplo, manitol y glicina); agentes quelantes (por ejemplo, ácido 
etilendiamino tetraacético (EDTA)); agentes complejantes (por ejemplo, cafeína, polivinilpirrolidona, beta-
ciclodextrina e hidroxipropil-beta-ciclodextrina; cargas; monosacáridos, disacáridos y otros hidratos de carbono (por 30
ejemplo, glucosa, manosa o dextrinas); proteínas (por ejemplo, albúmina sérica, gelatina e inmunoglobulinas); 
agentes colorantes, saborizantes y diluyentes; agentes emulsionantes; polímeros hidrófilos (por ejemplo, 
polivinilpirrolidona); polipéptidos de bajo peso molecular; contraiones formadores de sales (por ejemplo, sodio); 
conservantes (por ejemplo, cloruro de benzalconio, ácido benzoico, ácido salicílico, timerosal, alcohol fenetílico, 
metilparabeno, propilparabeno, clorhexidina, ácido sórbico y peróxido de hidrógeno); disolventes (por ejemplo, 35
glicerina, propilenglicol y polietilenglicol ); alcoholes de azúcar, tales como manitol o sorbitol ); agentes de 
suspensión; tensioactivos o agentes humectantes (por ejemplo, pluronics, PEG, ésteres de sorbitán, polisorbatos 
(por ejemplo, polisorbato 20 y polisorbato 80), tritón, 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); vehículos de40
suministro; diluyentes; excipientes; y adyuvantes farmacéuticos. (Remington's Pharmaceutical Sciences, 18a Edición, 
A.R. Gennaro, ed., Mack Publishing Company (1990).

En algunas realizaciones, un anticuerpo contra NOTUM u otra molécula terapéutica está vinculado a un vehículo que 
prolonga la semivida. Vehículos que prolongan la semivida ejemplares no limitantes incluyen los conocidos en la 45
técnica. Dichos vehículos incluyen, pero sin limitación, el dominio Fc, polietilenglicol y dextrano. Se describen tales 
vehículos ejemplares, por ejemplo, en la solicitud PCT publicada N.o WO 99/25044.

En algunas realizaciones, un experto en la materia determinará una composición farmacéutica óptima dependiendo, 
por ejemplo, de la vía de administración prevista, el formato de administración y la dosis deseada. Véanse, por 50
ejemplo, “Remington's Pharmaceutical Sciences”, citado anteriormente. En algunas realizaciones, dichas 
composiciones pueden influir en el estado físico, estabilidad, tasa de liberación in vivo o tasa de eliminación in vivo
de un anticuerpo neutralizante.

En algunas realizaciones, un vehículo o transportador primario en una composición farmacéutica puede ser de 55
naturaleza acuosa o no acuosa. Por ejemplo, en algunas realizaciones, un vehículo o transportador adecuado puede 
ser agua para inyección, solución salina fisiológica o líquido cefalorraquídeo artificial, posiblemente suplementado 
con otros materiales comunes en composiciones para administración parenteral. Vehículos ejemplares incluyen, 
pero sin limitación, solución salina tamponada neutra y solución salina mezclada con albúmina sérica. En algunas 
realizaciones, las composiciones farmacéuticas comprenden tampón Tris de aproximadamente pH 7,0-8,5, o tampón 60
acetato de aproximadamente pH 4,0-5,5, que pueden incluir además sorbitol o un sustituto adecuado del mismo. En 
algunas realizaciones, una composición que comprende un anticuerpo contra NOTUM, con o sin al menos un agente 
terapéutico adicional, puede prepararse para el almacenamiento mezclando la composición seleccionada que tenga 
el grado de pureza deseado con agentes de formulación opcionales (Remington's Pharmaceutical Sciences, citado 
anteriormente) en la forma de una masa liofilizada o una solución acuosa. En algunas realizaciones, una 65
composición 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 composición farmacéutica para administración parenteral. En algunas 
realizaciones, se selecciona una composición farmacéutica para inhalación o para suministro a través del tracto 
digestivo, tal como por vía oral. Diversas técnicas para preparar composiciones farmacéuticamente aceptables están 5
dentro de la experiencia de un experto en la materia.

En algunas realizaciones, los componentes de la formulación están presentes en concentraciones que son 
aceptables para el sitio de administración. En algunas realizaciones, se usan tampones para mantener la 
composición a pH fisiológico o a un pH ligeramente inferior, generalmente dentro de un intervalo de pH de 10
aproximadamente 5 a aproximadamente 8.

En algunas realizaciones, cuando se contempla la administración parenteral, una composición farmacéutica puede 
estar en forma de una solución acuosa parenteralmente aceptable, libre de pirógenos, que comprende el anticuerpo 
deseado para NOTUM, con o sin agentes terapéuticos adicionales, en un vehículo farmacéuticamente aceptable.En 15
algunas realizaciones, cuando se contempla la administración parenteral, una composición farmacéutica puede estar 
en forma de una solución acuosa parenteralmente aceptable, libre de pirógenos,que comprende el anticuerpo 
deseado contra NOTUM, con o sin agentes terapéuticos adicionales, en un vehículo farmacéuticamente aceptable. 
En algunas realizaciones, un vehículo para inyección 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 solución isotónica estéril, 20
conservada adecuadamente. En algunas realizaciones, la preparación puede implicar la formulación de la molécula 
deseada con un agente, tal como microesferas inyectables, partículas bioerosionables, compuestos poliméricos 
(como ácido poliláctico o ácido poliglicólico), perlas o liposomas, que pueden proporcionar el control o liberación 
sostenida del producto que a continuación puede suministrarse a través de una inyección de depósito. En algunas 
realizaciones, también se puede usar ácido hialurónico, y puede tener el efecto de promover una duración sostenida 25
en la circulación. En algunas realizaciones, pueden usarse dispositivos de suministro de fármacos implantables para 
introducir la molécula deseada.

En algunas realizaciones, puede formularse una composición farmacéutica para inhalación. En algunas 
realizaciones, un anticuerpo contra NOTUM, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, puede formularse 30
como un polvo seco para inhalación. En algunas realizaciones, una solución para inhalación 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 formulación por vía oral. En algunas realizaciones, un anticuerpo 35
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 composición de formas de dosificación sólidas 
tales como comprimidos y cápsulas. En algunas realizaciones, se puede diseñar una cápsula para liberar la porción 
activa de la formulación en el punto del tracto gastrointestinal cuando se maximiza la biodisponibilidad y se minimiza 
la degradación presistémica. En algunas realizaciones, se puede incluir al menos un agente adicional para facilitar la 40
absorción del anticuerpo contra NOTUM con o sin ningún agente terapéutico adicional. En algunas realizaciones, 
también pueden emplearse diluyentes, aromatizantes, ceras de bajo punto de fusión, aceites vegetales, lubricantes, 
agentes de suspensión, agentes desintegrantes de comprimidos y/o aglutinantes.

En algunas realizaciones, una composición farmacéutica comprende una cantidad eficaz de un anticuerpo contra 45
NOTUM, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, en una mezcla con excipientes no tóxicos que son 
adecuados para la fabricación de comprimidos. En algunas realizaciones, las soluciones pueden prepararse en 
forma de dosis unitaria disolviendo los comprimidos en agua estéril u otro vehículo apropiado. Excipientes 
ejemplares incluyen, pero sin limitación, diluyentes inertes (por ejemplo, carbonato de calcio, carbonato de sodio, 
bicarbonato de sodio, lactosa y fosfato de calcio); agentes aglutinantes (por ejemplo, almidón, gelatina y goma 50
arábiga); y agentes lubricantes (por ejemplo, estearato de magnesio, ácido esteárico 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 55
controlado incluyen, pero sin limitación, transportadores de liposomas, micropartículas bioerosionables, perlas 
porosas e inyecciones de depósitos. Los expertos en la materia conocen diversas técnicas para preparar 
formulaciones. En algunas realizaciones, las preparaciones de liberación sostenida pueden incluir matrices de 
polímeros semipermeables en forma de artículos con forma, p. ej., películas o microcápsulas Matrices de liberación 
sostenida ejemplares incluyen, pero sin limitación, poliésteres, hidrogeles, polilactidas (véase, por ejemplo, la 60
patente de Estados Unidos N.o 3.773.919 y EP 058.481), copolímeros de ácido L-glutámico 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 ácido poli-D(-) -3-hidroxibutírico (documento EP 133.988). 
En algunas realizaciones, las composiciones de liberación sostenida pueden incluir liposomas, que se pueden 65
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 composición farmacéutica para usarse para administración in vivo es generalmente 
estéril. En algunas realizaciones, esto puede lograrse mediante filtración a través de membranas de filtración 5
estériles. En algunas realizaciones, cuando la composición está liofilizada, la esterilización utilizando este método 
puede realizarse antes o después de la liofilización y reconstitución. En algunas realizaciones, la composición para 
administración parenteral puede almacenarse en forma liofilizada o en una solución. En algunas realizaciones, las 
composiciones parenterales generalmente se colocan en un recipiente que tiene un puerto de acceso estéril, por 
ejemplo, una bolsa de solución intravenosa o vial que tiene un tapón perforable por una aguja de inyección 10
hipodérmica.

En algunas realizaciones, una vez que se ha formulado la composición farmacéutica, se puede almacenar en viales 
estériles como una solución, suspensión, gel, emulsión, sólido 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 15
ejemplo, liofilizada) que se reconstituye antes de la administración.

En algunas realizaciones, se proporcionan kits para producir una unidad de administración de dosis única. En 
algunas realizaciones, los kits pueden contener cada uno un primer recipiente que tiene una proteína seca y un 
segundo recipiente que tiene una formulación acuosa. En algunas realizaciones, se incluyen kits que contienen 20
jeringas precargadas de una o varias cámaras (por ejemplo, jeringas líquidas y liojeringas).

En algunas realizaciones, la cantidad eficaz de una composición farmacéutica que comprende un anticuerpo contra 
NOTUM, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, para emplearse de manera terapéutica dependerá, por 
ejemplo, del contexto y los objetivos del tratamiento. Un experto en la materia apreciará que los niveles de 25
dosificación apropiados para el tratamiento, de acuerdo con algunas realizaciones, variarán, de este modo, 
dependiendo, en parte, de la molécula suministrada, la indicación para la cual el anticuerpo contra NOTUM, con o 
sin al menos un agente terapéutico adicional, se está utilizando, la vía de administración y el tamaño (peso corporal, 
superficie corporal o tamaño del órgano) y/o condición (la edad y el estado general de salud) del paciente. En 
algunas realizaciones, el médico puede titular la dosis y modificar la vía de administración para obtener el efecto 30
terapéutico óptimo. En algunas realizaciones, una dosis típica puede variar desde aproximadamente 0,1 µg/kg de 
peso corporal del paciente, hasta aproximadamente 100 mg/kg o más, dependiendo de los factores mencionados 
anteriormente. En algunas realizaciones, la dosis puede variar desde 0,1 μg/kg hasta aproximadamente 100 mg/kg; 
1 μg/kg hasta aproximadamente 100 mg/kg; o 5 μg/kg hasta aproximadamente 100 mg/kg, incluyendo todos las 
comas( incluyendo fracciones) entre cualquiera de los puntos finales anteriores. En algunas realizaciones, la dosis 35
está 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 40
corporal.

En algunas realizaciones, una dosis humana de un anticuerpo neutralizante contra NOTUM se determina basándose 
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 "Guía 45
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, Administración de Alimentos y 
Medicamentos, y Centro de Evaluación e Investigación de Medicamentos (CDER), Julio de 2005 (Pharmacology and 
Toxicology).

50
En algunas realizaciones, una dosificación adecuada puede determinarla un experto en la materia, por ejemplo, 
basándose 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 55
menos frecuencia.

En algunas realizaciones, la frecuencia de la dosificación tendrá en cuenta los parámetros farmacocinéticos de un 
anticuerpo contra NOTUM y, si procede, cualquier agente terapéutico adicional en la formulación utilizada. En 
algunas realizaciones, un médico administrará la composición hasta que se alcance una dosis que logre el efecto 60
deseado. En algunas realizaciones, por lo tanto, la composición puede administrarse como una dosis única, o como 
dos o más dosis (que pueden o no contener la misma cantidad de la molécula deseada) a lo largo del tiempo, o 
como una infusión continua a través de un dispositivo de implantación o catéter. En algunas realizaciones, el 
refinamiento adicional de la dosis apropiada se realiza rutinariamente por los expertos en la técnica y está dentro del 
ámbito de las tareas que rutinariamente realizan. En algunas realizaciones, las dosis apropiadas pueden 65
determinarse mediante el uso de datos de dosis respuesta apropiados. En algunas realizaciones, un paciente recibe 
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una dosis de una composición farmacéutica que comprende un anticuerpo contra NOTUM. En algunas realizaciones, 
un paciente recibe una, dos, tres o cuatro dosis por día de una composición 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 composición farmacéutica que comprende un anticuerpo contra NOTUM. En algunas realizaciones, 
un paciente recibe una, dos, tres o cuatro dosis por mes de una composición farmacéutica que comprende un 5
anticuerpo contra NOTUM.

En algunas realizaciones, la vía de administración de la composición farmacéutica de la invención está de acuerdo 
con métodos conocidos, por ejemplo, por vía oral, a través de inyección subcutánea, intravenosa, intraperitoneal, 
intracerebral (intraparenquimatosa), intracerebroventricular, intramuscular, intraocular, intraarterial, intraportal, o 10
intralesional; por sistemas de liberación sostenida o por dispositivos de implantación. En algunas realizaciones, las 
composiciones pueden administrarse mediante inyección en bolo o continuamente mediante infusión, o mediante un 
dispositivo de implantación.

En algunas realizaciones, la composición puede administrarse localmente a través de la implantación de una 15
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 implantación, el dispositivo puede implantarse en cualquier 
tejido u órgano adecuado, y el suministro de la molécula deseada puede realizarse mediante difusión, bolo de 
liberación programada o administración continua.

20
En algunas realizaciones, un anticuerpo contra NOTUM, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, se 
suministra mediante la implantación 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 autólogas, heterólogas o 
xenogénicas. En algunas realizaciones, las células pueden ser inmortalizadas. En algunas realizaciones, para 25
reducir la posibilidad de una respuesta inmunitaria, las células pueden encapsularse para evitar la infiltración en los 
tejidos circundantes. En algunas realizaciones, los materiales de encapsulación son, por lo general, cerramientos o 
membranas poliméricas semipermeables, biocompatibles que permiten la liberación de los productos proteicos, pero 
evitan la destrucción de las células por el sistema inmunitario del paciente o por otros factores perjudiciales de los 
tejidos circundantes.30

6. Ejemplos

6.1. Ratón Knock-out
35

Los ratones homocigotos para una mutación genéticamente modificada en el ortólogo murino del gen NOTUM 
humano se generaron utilizando los correspondientes clones de células madre embrionarias mutadas (ES) de la 
colección OMNIBANK de clones de células ES murinas mutadas (véase en general, la patente de EE.UU. Nº 
6.080.576). En resumen, los clones de células ES que contenían una inserción viral mutagénica en el locus NOTUM 
murino se microinyectaron en blastocistos que, a su vez, se implantaron en hospedadores femeninos 40
pseudopreñados y se llevaron a término. Las crías quiméricas resultantes se criaron posteriormente en ratones C57 
black 6 hembra y se comprobó la descendencia para la transmisión de la línea 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 relación aproximada de 1: 2: 1.45

Los ratones homocigotos (-/-) para la alteración del gen NOTUM se estudiaron junto con ratones, compañeros de 
camada, heterocigotos (+/-) para la alteración del gen NOTUM y de tipo silvestre (+/+). Durante este análisis, los 
ratones se sometieron a un tratamiento médico utilizando un conjunto integrado de procedimientos de diagnóstico 
médico diseñados para evaluar la función de los sistemas de órganos principales en un sujeto mamífero. Al estudiar 50
los ratones "knockout" homocigotos (-/-) en los números descritos y en conjunto con compañeros de camada 
heterocigotos (+/-) y de tipo silvestre (+/+), se obtuvieron datos más confiables y repetibles.

Como se muestra en la Figura 1, los ratones machos con alteración homocigótica del gen NOTUM ("hom") 
mostraron mayores espesores corticales en varios sitios de huesos, en comparación con sus compañeros de 55
camada de tipo silvestre a las 16 semanas de edad (número de ratones N = 10 para ambos grupos). Estas 
diferencias, que se midieron por medio de microCT (Scanco μCT40), fueron: 28% (p <0,001) en la diáfisis del fémur; 
19% (p <0,001) en la diáfisis del húmero; 17% (p <0,001) en la diáfisis de la tibia; y 11 % (p <0,001) en la unión 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 
diáfisis del fémur de ratones heterocigotos para la mutación NOTUM ("het") también fue mayor que el de sus 60
compañeros de camada de tipo silvestre: los machos het (N = 50) mostraron un aumento del 6% (p = 0,007) en 
comparación con sus compañeros de camada de tipo silvestre (N = 23); y las hembras het (N = 57) mostraron un 
aumento del 9% (p <0,001) en comparación con sus compañeros de camada de tipo silvestre (N = 22).

Las manifestaciones prácticas de la redistribución observada de la formación ósea en animales NOTUM se reflejan 65
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 flexión 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 comparación con sus 
compañeros 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 compresión de la columna vertebral de los hom y het para NOTUM no 5
mostraron una reducción significativa en los cargas máximas de compresión de la columna vertebral en comparación 
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 comparación con sus compañeros de camada de tipo silvestre (N = 21), mientras que las hom 
(N = 18) mostraron un 28% (p <0,001) aumento. El análisis de estos y otros datos reveló una fuerte correlación entre 10
el espesor cortical y la resistencia a la rotura del fémur.

6.2. Producción y purificación de proteínas NOTUM recombinantes

Se subclonaron las secuencias codificantes de longitud completa para NOTUM humana, catalíticamente inactiva 15
humana (S232A), de ratón, catalíticamente inactiva de ratón (S239A), de rata, de cobaya, de mono cynomolgus, y de 
mono rhesus, cada una con una etiqueta de epítopo 6XHis C-terminal, en el vector de expresión plRESpuro2 
(Clontech). Las construcciones de expresión se pueden usar para generar un medio condicionado que contenga la 
proteína NOTUM secretada por transfección transitoria, o para establecer transfectantes estables para la generación 
de mayores cantidades de medio condicionado, por ejemplo, para la purificación posterior de la proteína NOTUM.20

Las células HEK293F se transfectaron utilizando Lipofectamine2000 (Invitrogen) y se cultivaron en cultivo en 
suspensión en medio de expresión Freestyle 293 (Invitrogen) en matraces de agitación. Para las transfecciones 
transitorias, el medio condicionado se recolectó cuatro días después de la transfección, se filtró de forma estéril y se 
almacenó a 4 ºC. Para la generación de líneas celulares que expresan de forma estable la proteína NOTUM, se 25
seleccionó la integración genómica del plásmido de expresión en presencia de puromicina.

La expresión y secreción de la proteína NOTUM se confirmó mediante transferencia Western de lisados celulares y/o 
medio condicionado, usando un anticuerpo anti-His. La subclonación de transfectantes estables a granel que 
producen NOTUM mediante dilución limitante permitió la identificación mediante transferencia Western anti-His de 30
clones individuales que expresan NOTUM a niveles relativamente altos.

Para producir proteínas NOTUM de ratón y humanas purificadas a escala de 10-20 mg, se expandieron las líneas 
celulares HEK293F clonales que expresaban NOTUM de ratón o humana en cultivo en suspensión hasta un 
volumen de 3 l. Cuando la densidad celular en este volumen alcanzó 1x10 ^6 células viables por ml, las células se 35
sedimentaron por centrifugación y se resuspendieron en medio de expresión 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 centrifugación y el medio condicionado se filtró de forma estéril y se 
almacenó a 4 °C para su posterior procesamiento.

40
Inmediatamente antes de la purificación, el medio condicionado que contenía NOTUM se concentró de 3 l a 1 l y a 
continuación, se intercambió el tampón en un tampón de cromatografía de afinidad de metal (IMAC) inmovilizado con 
níquel (Tris-HCl 20 mM, imidazol 10 mM, NaCl 0,5 M, pH 7,4) por filtración de flujo tangencial utilizando una 
membrana con un límite de peso molecular nominal de 10 kDa. El medio condicionado concentrado, con tampón 
intercambiado se aplicó a continuación a una columna de quelato de metal equilibrada, cargada con níquel. La 45
proteína unida se lavó y se eluyó utilizando un gradiente de concentración de imidazol. Las fracciones de elución que 
contenían proteína NOTUM pura se agruparon y se dializaron frente a solución salina tamponada con fosfato para 
eliminar el tampón de elución. La proteína dializada purificada se dividió en partes alícuotas y se congeló a -80 ºC.

Para cada lote de proteínas, se utilizó una alícuota para determinar la concentración de proteínas mediante el 50
ensayo de ácido bicinconínico (BCA) (Thermo Scientific, Rockford, IL), la pureza por SDS PAGE seguida de tinción 
con Coomassie o de plata, la actividad tanto en el ensayo enzimático OPTS libre de células (descrito en el Ejemplo 
6.4.1 a continuación) como en el ensayo de señalización Wnt basado en células (descrito en el Ejemplo 6.4. 2, a 
continuación), y la concentración de endotoxinas mediante el ensayo de Lisado de Amebocitos de Limulus (LAL) 
(Lonza, Basel, Suiza).55

6.3. Generación de Anticuerpos Monoclonales de Ratón contra NOTUM

Se generaron anticuerpos contra proteínas NOTUM humana y de ratón recombinantes purificadas en dos campañas 
de inmunización separadas.60

En la campaña 1, se inmunizaron ratones homocigotos para una inserción de trampa génica en el gen NOTUM y, 
por lo tanto, carentes de proteína NOTUM endógena, con la proteína NOTUM humana de la siguiente manera. Los 
ratones se cebaron con 20 µg de proteína NOTUM humana en adyuvante completo de Freund inyectado por vía 
intraperitoneal. Los ratones se reforzaron con 20 μg de proteína NOTUM humana en adyuvante incompleto de 65
Freund inyectado por vía intraperitoneal cada dos a tres semanas. Los ratones que mostraron un título de suero 
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fuerte contra NOTUM humana según lo determinado por ELISA recibieron un refuerzo final de 10 μg de proteína 
NOTUM humana en PBS inyectado por vía intravenosa (i.v.).

En la campaña 2, se inmunizaron ratones homocigotos para una inserción de trampa génica en el gen NOTUM a 
través de las patas traseras con una inmunización de cebado de 10 μg de proteína NOTUM de ratón en adyuvante 5
TiterMax con ADN CpG seguido de diez refuerzos de 10 μg de proteína NOTUM de ratón en adyuvante de alumbre 
con ADN CpG a intervalos de tres o cuatro días. Los ganglios linfáticos inguinales y poplíteos se recolectaron de 
ratones de título alto después de un refuerzo final de la pata con 10 μg de proteína NOTUM de ratón en PBS.

Se recogieron los bazos de ratones reforzados i.v. o los ganglios linfáticos de los ratones inmunizados en las patas, 10
cuatro días después del refuerzo final y se trituraron y se estiraron para producir una suspensión celular. Los 
glóbulos rojos se lisaron y la suspensión de células se enriqueció para determinar las células B mediante selección 
negativa utilizando perlas magnéticas recubiertas con anticuerpos específicos para poblaciones de células no B. Los 
hibridomas se generaron mediante fusión electrocelular de células B enriquecidas con células de mieloma NS1 de 
ratón y se sembraron en placas de 96 pocillos en medio de hibridoma que contenía hipoxantina y aminopterina para 15
seleccionar hibridomas de células B viables/células de mieloma.

Los hibridomas se seleccionaron para la producción de anticuerpos específicos de NOTUM mediante el ensayo del 
medio condicionado de hibridoma para determinar la inmunorreactividad con la proteína NOTUM adsorbida 
pasivamente en un formato ELISA. Se encontraron cientos de hibridomas que secretaban anticuerpos específicos 20
para NOTUM de ratón y/o humana en ambas campañas de inmunización.

6.4. Ensayos de Neutralización de NOTUM

6.4.1. Ensayo OPTS25

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

30
Se encontró que el medio condicionado para hibridomas en general interfería en el ensayo de OPTS, tal vez debido 
a la liberación de hidrolasas de las células moribundas que también podrían escindir el OPTS. Por esta razón, se 
generó medio condicionado adicional para hibridomas para aquellas líneas que originalmente mostraban el nivel más 
alto de actividad de unión por ELISA y el anticuerpo se purificó en un formato de 96 pocillos mediante cromatografía 
de afinidad usando perlas de proteína A. Estos anticuerpos purificados se probaron, a continuación, en el ensayo 35
OPTS a una dilución de cuatro veces sin cuantificación previa.

Los anticuerpos se probaron por cuadruplicado en placas de 384 pocillos. Se añadieron 12,5 μl que contenían 125 
ng de NOTUM purificada en tampón de reacción 4X (CaCl2 20 mM, MgCl2 2 mM,Tris-HCI 50 mM, pH 7,4) a 12,5 μl 
de anticuerpo purificado. Después de la mezcla, el anticuerpo y NOTUM se incubaron a temperatura ambiente 40
durante 20 minutos, seguido de la adición de 25 μl de OPTS 1,25 μM (Sigma, número de catálogo 74875) en Tris-
HCI 50 mM, pH 7,4. Después de la mezcla, la reacción enzimática se dejó proceder a temperatura ambiente durante 
10 minutos antes de detenerse mediante la adición de 25 µl de SDS al 3%. Las placas se leyeron en un lector de 
placas Envision con una longitud de onda de excitación de 485 nm y una longitud de onda de emisión de 535 nm 
para cuantificar la cantidad de producto de escisión.45

La selección de 1.135 hibridomas inmunorreactivos de NOTUM humana de la Campaña 1 produjo tres anticuerpos 
que mostraron una inhibición superior al 70% de NOTUM humana. Estos tres, junto con cinco hibridomas adicionales 
que mostraron cierto grado de neutralización en el ensayo OPTS, se seleccionaron para la subclonación mediante 
dilución limitante y para la producción de anticuerpos purificados a pequeña escala mediante cromatografía de 50
afinidad con proteína A utilizando 50 ml de medio condicionado de hibridomas clonales.

El análisis del ensayo OPTS de 1.056 hibridomas inmunorreactivos de NOTUM de ratón identificados de la campaña 
2 produjo seis anticuerpos que mostraron una inhibición superior al 50% de NOTUM de ratón. Estos seis junto con 
otros seis hibridomas que muestran cierto grado de neutralización en el ensayo OPTS se seleccionaron para la 55
subclonación mediante dilución limitante y para la producción de anticuerpos purificados a pequeña escala mediante 
cromatografía de afinidad con proteína A utilizando 50 ml de medio condicionado de hibridomas clonales.

6.4.2. Ensayo de señalización Wnt
60

NOTUM puede actuar como un regulador negativo de la señalización Wnt. La actividad neutralizante de los 
anticuerpos, determinada por el efecto en la señalización Wnt, se determinó en un ensayo de señalización Wnt, que 
utiliza la tecnología CellSensor® y los medios condicionados preparados de la siguiente manera. Se transfectó el 
plásmido que contenía NOTUM humana en el vector pcDNA3.1(+) en células HEK293 y los clones se seleccionaron 
mediante el crecimiento en presencia de 400 µg/ml de G418. Se usaron medios de condición para estas células para 65
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 μg/ml de 
Blasticidina (Invitrogen, R210-01), NEAA 0,1 mM, HEPES 25 mM y 1x de GPS. Las células se tripsinizaron primero 
enjuagándolas con PBS, seguido de la adición de 5 ml de tripsina y la incubación de las placas a temperatura 
ambiente durante dos minutos. Se añadió a continuación, un total de 10 ml de medio de ensayo (Opti-MEM, más 5
FBS dializado al 0,5%, NEAA 0,1 mM, piruvato sódico 1 mM, HEPES 10 mM, lx 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.º de catálogo 356663) a una densidad de 10000 células por 20 µl por pocillo. Después de 
incubación de las células a 37 °C durante 3 horas, se añadieron 10 μL de LiCl 30 mM en medio de ensayo por 
pocillo, seguido de incubación a 37 °C durante la noche. Al día siguiente, se incubaron conjuntamente 15 μl de 10
anticuerpo y 15 μl de NOTUM purificada, ambos en medio de ensayo, en un volumen total de 45 μl de medio de 
ensayo a temperatura ambiente durante 30 minutos en una placa de 96 pocillos. NOTUM se usó en una 
concentración determinada previamente para proporcionar una inhibición del 50% en el ensayo, generalmente 25 
nM. Después de la incubación de 30 minutos, se agregaron 15 μl de medio condicionado L-Wnt3a no diluido a la 
mezcla de 45 μl de anticuerpo/NOTUM, y se agregaron 10 μl de la mezcla resultante a los pocillos de la placa de 15
384 pocillos que contiene las células CellSensor®, por cuadruplicado. Los controles incluyeron pocillos que carecían 
de células, pocillos que carecían de NOTUM y pocillos que carecían de medio condicionado L-Wnt3a. La placa de 
ensayo se incubó durante 5 horas a 37 °C para permitir la regulación positiva de beta-lactamasa mediada por Wnt, y 
a continuación, se agregaron 8 μl de sustrato LiveBLAzer ™ -FRET B/G (CCF4-AM, Invitrogen) a cada pocillo y la 
placa se incubó en la oscuridad a temperatura ambiente durante 3 horas. Las placas se leyeron, a continuación, en 20
un lector de placas Envision utilizando una longitud de onda de excitación de 400 nm y unas longitudes de onda de 
emisión de 460 nm y 535 nm.

6.5. Caracterización de anticuerpos neutralizantes de NOTUM
25

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 proteína NOTUM desnaturalizada reducida 
mediante transferencia Western y su potencia neutralizadora en el ensayo OPTS sin células y el ensayo de 
señalización Wnt basado en células, los cuales se describen, ambos, anteriormente en el Ejemplo 6.4.

30
Las pruebas funcionales de anticuerpos monoclonales de la Campaña 1 revelaron tres anticuerpos, 1.802, 1.815, 
1.846, que neutralizan la NOTUM humana en los ensayos tanto OPTS como de señalización Wnt con una IC50 en el 
intervalo de 1 a 10 nM. Estos anticuerpos no tienen ningún efecto sobre la actividad de NOTUM de ratón y el ELISA 
demostró que se unen al NOTUM humana pero no a NOTUM de ratón. Asimismo, estos anticuerpos reconocieron 
NOTUM humana solo débilmente cuando la proteína NOTUM se adsorbió pasivamente a la placa de ensayo y fue 35
mucho más sensible a la proteína NOTUM humana presentada anti-His.

La Tabla 1 muestra los resultados de varios experimentos de caracterización para ciertos anticuerpos de la 
Campaña 1. Los datos en la columna "Bin" se generaron utilizando el método descrito en el Ejemplo 6.6, a 
continuación.40

Tabla 1: Caracterización de ciertos anticuerpos producidos contra NOTUM humana

Anticuerpo Isotipo Bin IC50 de 
OPTS (nM; 
NOTUM 
humana)

IC50 de 
señalización 
Wnt (nM; 
NOTUM 
humana)

IC50 de 
OPTS (nM; 
NOTUM de 
ratón)

IC50 de 
señalización 
Wnt (nM; 
NOTUM de 
ratón)

Unión a 
NOTUM 
de ratón

Unión de 
transferencia 
Western

1.802 IgG1 1 6,44 5,71 Sin 
inhibición

Sin inhibición No No

1.815 IgG1 1 7,62 6,88 Sin 
inhibición

nd No No

1.846 lgG2b 1 10,07 1,70 Sin 
inhibición

nd No No

1.731 * IgG1 3 >166,67 15,52 196,74 Sin inhibición Sí Sí

1.655 * IgG1 3 >166,67 nd >166,67 nd nd Sí

1.168 * lgG2a 4 56,61 Sin inhibición Sin 
inhibición

nd Sí Sí

1.712 * lgG2a 2 125,36 58,49 Sin 
inhibición

nd Sí Sí

E11843652
02-04-2019ES 2 718 849 T3

 



29

Anticuerpo Isotipo Bin IC50 de 
OPTS (nM; 
NOTUM 
humana)

IC50 de 
señalización 
Wnt (nM; 
NOTUM 
humana)

IC50 de 
OPTS (nM; 
NOTUM de 
ratón)

IC50 de 
señalización 
Wnt (nM; 
NOTUM de 
ratón)

Unión a 
NOTUM 
de ratón

Unión de 
transferencia 
Western

1.807 * lgG2a 2 nd Sin inhibición Sin 
inhibición

nd Sí Sí

* = anticuerpo comparativo

Las pruebas funcionales de anticuerpos monoclonales de la Campaña 2 revelaron perfiles de actividad interesantes. 
En particular, El MAb 2.78 neutralizó NOTUM tanto de ratón como humana en ambos ensayos de OPTS y de 
señalización Wnt con una IC50 en el intervalo de 3 a 50 nM, mientras que el MAb 2.1029 neutralizó NOTUM tanto de 
ratón como humana en el ensayo OPTS con una IC50 en el intervalo de 5 a 30 nM pero solo NOTUM humana en el 5
ensayo de señalización Wnt con una IC50 de 14 nM. Esta última observación se atribuyó a que había alguna 
diferencia en la calidad de las proteínas NOTUM de ratón y humana recombinantes. Una diferencia conocida entre 
las proteínas es que la NOTUM de ratón recombinante existe como multímeros/agregados en un grado mucho 
mayor que la NOTUM humana recombinante. Ni 2.78 ni 2.1029 reconocieron la proteína NOTUM reducida y 
desnaturalizada mediante transferencia Western, y ambas fueron sustancialmente más inmunorreactivas con 10
NOTUM presentada anti-His que con NOTUM adsorbida pasivamente.

La Tabla 2 muestra los resultados de varios experimentos de caracterización para ciertos anticuerpos de la 
Campaña 2. Los datos en la columna "Bin" se generaron utilizando el método descrito en el Ejemplo 6.6, a 
continuación.15

Tabla 2: Caracterización de ciertos anticuerpos producidos contra NOTUM de ratón

Anticuerpo Isotipo Bin IC50 de OPTS
(nM; NOTUM 
de ratón)

IC50 de 
señalización 
Wnt (nM; 
NOTUM de 
ratón)

IC50 de OPTS
(nM; NOTUM 
humana)

IC50 de 
señalización 
Wnt (nM; 
NOTUM 
humana)

Unión a 
NOTUM 
humana

Unión de 
transferencia 
Western

2.78 lgG2b 2 35,65 3,75 15,49 45,94 Sí No

2.1029 lgG2a 3 29,19 Sin inhibición 5,77 14,02 Sí No

2.816 * lgG2a 3 31,70 Sin inhibición Sin inhibición 39,11 Sí No

2.856 * lgG2b 3 37,70 Sin inhibición Sin inhibición Sin inhibición Sí No

2.1001 * lgG2b 3 >166,67 Sin inhibición Sin inhibición Sin inhibición No Sí

2.55 * lgG2a 1 26,13 Sin inhibición Sin inhibición Sin inhibición Sí Sí

2.1002 * lgG2a 1 42,39 Sin inhibición Sin inhibición Sin inhibición Sí Sí

2.497 * lgG2a 1 54,95 Sin inhibición Sin inhibición Sin inhibición Sí Sí

2.341 * lgG2a 1 56,95 Sin inhibición Sin inhibición Sin inhibición Sí Sí

2.236 * lgG2a 1 64,54 Sin inhibición Sin inhibición Sin inhibición Sí Sí

2.688 * lgG2a 4 Sin inhibición Sin inhibición 12,84‡ Sin inhibición Sí No

2.1006 * lgG2a 5 >166,67 Sin inhibición >166,67‡ Sin inhibición Sí Sí

‡ Inhibición máxima = 50%.
* anticuerpo comparativo20

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

Se evaluó la capacidad de los anticuerpos de ambas campañas de inmunización para interferir entre sí en la unión a 
la proteína NOTUM en un ensayo de unión a epítopos. Este ensayo se realizó en un formato ELISA utilizando 25
proteína NOTUM capturada anti-His. La proteína NOTUM capturada se incubó con un exceso de un anticuerpo 
específico para NOTUM no marcado (el anticuerpo 'bloqueante') seguido de la adición de un anticuerpo específico 
para NOTUM biotinilado (el anticuerpo 'sonda'). La unión del anticuerpo sonda se midió utilizando HRP conjugado 
con estreptavidina. Si los dos anticuerpos compiten por la unión en el mismo espacio del epítopo o si el anticuerpo 
bloqueante afecta de otro modo la capacidad del anticuerpo de la sonda para unirse, por ejemplo, por interferencia 30
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alostérica, no se genera ninguna señal. Si los dos anticuerpos no interfieren entre sí, se genera una señal similar a la 
del anticuerpo biotinilado probado en ausencia de anticuerpo bloqueante. Los anticuerpos se prueban en un formato 
de matriz recíproca. Generalmente, un par de anticuerpos mostrará el mismo nivel de interferencia 
independientemente de cuál de los dos sea el anticuerpo bloqueante y cuál sea el anticuerpo sonda. Los anticuerpos 
que muestran perfiles similares se asignan al mismo epítopo 'bin'.5

Utilizando esta metodología, se demostró que los MAb 1.802, 1.815, 1.846, 2.78 y 2.1029 interfieren entre sí en la 
unión a NOTUM humana, mientras que no interfieren con la unión de otros neutralizantes o no neutralizantes menos 
potentes.

10
6.7. Mapeo de Epítopos de Anticuerpos Neutralizantes de NOTUM

En un esfuerzo por mapear los aminoácidos implicados en la unión de los MAb 1.802, 1.815 y 1.846 específicos de 
NOTUM humana, se produjeron proteínas NOTUM quiméricas humana/de ratón mediante transfección transitoria en 
HEK293F de construcciones de expresión que codificaban marcos de lectura abiertos de NOTUM con una mezcla 15
de secuencias humanas y de ratón. Se demostró, por transferencia Western con anticuerpo anti-His y por ensayo 
OPTS, que los medios condicionados de estas transfecciones contenían quimeras NOTUM funcionales.

La Figura 5 muestra representaciones esquemáticas de las proteínas NOTUM quiméricas humana/de ratón 
utilizadas en este experimento. Las secuencias de esas proteínas se muestran en la Sección 7 (Tabla de 20
Secuencias). Los medios condicionados se utilizaron en formato ELISA para determinar la especificidad del 
anticuerpo. Basándose en la pérdida de la unión de los MAb específicos humanos a quimeras particulares, se 
determinó que los MAb 1.802, 1.815 y 1.846 (que son anticuerpos "Bin 1") dependen de los aminoácidos entre Q47 y 
M177 de NOTUM humana para la unión. Véase la figura 5. Dentro de esta región, NOTUM de ratón y humana 
difieren en cinco posiciones (R115K, D141S. R150K, R154H y Y171H, basándose en la numeración de secuencias 25
humanas). Se generaron mutantes puntuales de NOTUM humana por transfección transitoria de construcciones que 
expresaban NOTUM humana con el aminoácido de ratón en cada una de estas cinco posiciones y se demostró que 
todos los mutantes puntuales eran funcionales en el ensayo OPTS. Mediante ELISA, los MAb 1.802, 1.815 y 1.846 
se unieron a todos los mutantes puntuales, excepto a NOTUM D141S humana, lo que indica que este aminoácido es 
importante para su unión a NOTUM humana. Se generó NOTUM de ratón con la mutación puntual recíproca, 30
NOTUM S148D de ratón por transfección transitoria, se mostró activa en el ensayo OPTS y se demostró que 
confirma la unión de los MAb específicos para NOTUM humana. Por lo tanto, la especificidad de especie de los MAb 
1.802, 1.815 y 1.846 parece depender del aminoácido en la posición 141 en NOTUM humana, que es ácido 
aspártico en la proteína NOTUM humana nativa.

35
El enfoque de quimera no se pudo usar para mapear los aminoácidos involucrados en la unión de los MAb 2.78 o 
2.1029 porque estos reaccionan de forma cruzada con NOTUM tanto humana como de ratón. Basándose en el 
hallazgo de que los MAb 1.802, 1.815, 1.846, 2.78 y 2.1029 interfieren entre sí por la unión, se realizó una 
mutagénesis por barrido de alanina de restos de aminoácidos 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: 40
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 transfección transitoria. Cuatro de los cinco mutantes mostraron una actividad significativa en el 
ensayo OPTS, mientras que el quinto (NOTUM D137A/R139A humana) mostró poca o ninguna actividad. Se 45
detectaron los cinco mutantes en formato ELISA por al menos algunos de los MAb de la Campaña 1 y Campaña 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 únicamente no se unieron a NOTUM R144A/R145A. El MAb 2.1029 fue inmunorreactivo 
con los cinco mutantes de alanina.

50
6.8. Afinidades de Unión de Anticuerpos Neutralizantes de NOTUM

Las afinidades de unión de ciertos MAb anti-NOTUM se determinaron utilizando un Biacore 3000. Con el fin de 
obtener valores de afinidad significativos para la unión a la proteína NOTUM de ratón multimérica, se generaron 
fragmentos FAb de anticuerpo mediante digestión de IgG completa con la proteasa Ficina, seguida de la eliminación 55
de fragmentos de IgG y Fc no digeridos mediante cromatografía de afinidad con proteína A.

Los valores de afinidad para la unión de FAb e IgG completa a NOTUM humana correspondieron, y sus valores de 
afinidad estuvieron en el intervalo nM de un solo dígito al bajo de dos dígitos, tal como se muestra en la Tabla 3.

60
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Tabla 3: Afinidad de unión de ciertos anticuerpos producidos contra NOTUM humana y de ratón

Afinidad por NOTUM humana

Anticuerpo o 
fragmento

KD (nM) kon (M-1s-1) koff (M-1s-1)

IgG 1.802 1,42 2,57 x 105

3,65 x 10-4

Fab de 1.802 0,91 8,99 x 105

8,20 x 10-4

IgG 2.78 17,6 4,79 x 104

8,41 x 10-4

Fab de 2.78 15,4 8,77 x 104

1,36 x 10-3

IgG 2.1029 5,99 1,51 x 105

9,08 x 10-4

Afinidad por NOTUM de ratón

Anticuerpo o 
fragmento

KD (nM)
kon (M-1s-1) koff (M-1s-1)

Fab de 1.802 No se observa unión

Fab de 2.78 4,99 >3,91x104

1,95 x 10-4

6.9. Administración de los Anticuerpos Neutralizantes de NOTUM a ratones
5

6.9.1. Administración 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 
híbridos F1 machos de ocho semanas de edad (129 x C57), mediante inyección intraperitoneal a 30 mg/kg una vez 
por semana durante ocho semanas. Había 12 ratones por grupo. Al final del estudio, se sacrificó a los ratones. La 10
masa ósea y la arquitectura se determinaron mediante microCT después de la necropsia, utilizando un Scanco 
μCT40 con un valor umbral de 240, un tiempo de integración de 200 milisegundos y una tensión del tubo de rayos X 
de 55 keV.

Como se muestra en la Figura 6, el espesor cortical de la diáfisis del fémur aumentó un 12% (P <0,001) con la15
administración del anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.1029 y el 16% (P <0,001) con la administración del 
anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b, en comparación con el anticuerpo control.

6.9.2. Administración del Anticuerpo Neutralizante de NOTUM 2.1029 Semanalmente durante 4 Semanas
20

Se administró el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.1029 a ratones híbridos F1 machos de ocho semanas de 
edad (129 x C57) mediante inyección intraperitoneal a 3 mg/kg, 10 mg/kg, o 30 mg/kg una vez por semana durante 
cuatro semanas. Había 10 ratones por grupo. Al final del estudio, se sacrificó a los ratones. La masa ósea y la 
arquitectura se determinaron mediante microCT después de la necropsia, utilizando un Scanco μCT40 con un valor 
umbral de 240, un tiempo de integración de 200 milisegundos y una tensión del tubo de rayos X de 55 keV.25

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

30
6.9.3. Administración del Anticuerpo Neutralizante de NOTUM 2.78b Semanalmente durante 4 Semanas

Se administró el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b a ratones híbridos F1 machos de ocho semanas de edad 
(129 x C57) mediante inyección intraperitoneal a 3 mg/kg, 10 mg/kg, o 30 mg/kg una vez por semana durante cuatro 
semanas. Había 10 ratones por grupo en el primer experimento. En un segundo experimento, se administró el 35
anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b por inyección intraperitoneal a 0,3 mg/kg, 1 mg/kg, o 3 mg/kg una vez por 
semana durante cuatro semanas. Había 12 ratones por grupo en el segundo experimento. Al final de cada estudio, 
se sacrificó a los ratones. La masa ósea y la arquitectura se determinaron mediante microCT después de la 
necropsia, utilizando un Scanco μCT40 con un valor umbral de 240, un tiempo de integración de 200 milisegundos y 
una tensión del tubo de rayos X de 55 keV.40
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Como se muestra en la figura 8A, el espesor cortical de la diáfisis del fémur aumentó un 13% (P < 0,001), 17% (P < 
0,001) y 16% (P < 0,001) con la administración de 3 mg/kg, 10 mg/kg y 30 mg/kg, respectivamente, del anticuerpo 
neutralizante de NOTUM 2.78b, en relación con la administración del anticuerpo control, en el primer experimento. 
Tal como se muestra en la Figura 8B, el espesor cortical de la diáfisis del fémur aumentó un 3% (P = 0,46), 7% (P < 5
0,001) y 10% (P < 0,001) con la administración de 0,3 mg/kg, 1 mg/kg y 3 mg/kg, respectivamente, del anticuerpo 
neutralizante de NOTUM 2.78b, en relación con la administración del anticuerpo control, en el segundo experimento.

6.9.4. Administración del Anticuerpo Neutralizante de NOTUM 2.78b Semanalmente durante 4 Semanas con 
tratamiento previo con Zoledronato10

Se administró una dosis única de 50 μg/kg de zoledronato a ratones híbridos F1 macho de 28 semanas de edad 
(129 x C57) mediante inyección 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 inyección i.p. semanalmente 
durante 4 semanas. Al final de cada estudio, se sacrificó a los ratones. Había 11 o 12 ratones por grupo. La masa 15
ósea y la arquitectura se determinaron mediante microCT después de la necropsia, utilizando un Scanco μCT40 con 
un valor umbral de 240, un tiempo de integración de 200 milisegundos y una tensión del tubo de rayos X de 55 keV. 
Además, los niveles séricos de PINP, que es un marcador de formación ósea, se midieron utilizando un ensayo 
ELISA disponible comercialmente (Immunodiagnostic Systems, Scottsdale, AZ) el día 7 después de la primera dosis 
de Mab 2.78b.20

Como se muestra en la figura 9A, el espesor cortical de la diáfisis del fémur aumentó en 10 µm, o 4% (P = 0,31), en 
ratones a los que se administró zoledronato y anticuerpo control, en relación con ratones a los que se administró 
solución salina y anticuerpo control. El espesor cortical de la diáfisis del fémur aumentó 23 μm, o 9% (P <0,001), en 
ratones a los que se administró el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b sin tratamiento previo con zoledronato, 25
en relación con los ratones a los que se administró solución salina y el anticuerpo control, y aumentó en 14 μm, o 5% 
(P = 0,06), en ratones a los que se administró el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b con tratamiento previo 
con zoledronato, en relación con los ratones a los que se administró 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 
administró tratamiento con zoledronato y anticuerpo control, en relación con ratones a los que se administró solución 30
salina y anticuerpo control. Los niveles de PINP aumentaron en 14 ng/, o 47% (P <0,001), en ratones a los que se 
administró el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b sin tratamiento previo con zoledronato, en relación con los 
ratones a los que se administró solución salina y el anticuerpo control, y aumentó en 12 ng/ml, o 79% (P < 0,001), en 
ratones a los que se administró el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b con tratamiento previo con zoledronato, 
en relación con los ratones a los que se administró zoledronato y el anticuerpo control.35

6.9.5. Administración 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 lgG2b, se cambió de 
formato como un anticuerpo lgG2a (los anticuerpos lgG2a a menudo tienen semividas más largas que los 40
anticuerpos lgG2b). El Mab 2.78 reformateado se conoce como "2.78a".

Se administró el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2,78a a ratones híbridos F1 machos de 13 semanas de edad 
(129 x C57) mediante inyección intraperitoneal a 3 mg/kg, 1 mg/kg, 3 mg/kg, o 10 mg/kg una vez por semana 
durante cuatro semanas. Había 10 o 12 ratones por grupo. Al final de cada estudio, se sacrificó a los ratones. La 45
masa ósea y la arquitectura se determinaron mediante microCT después de la necropsia, utilizando un Scanco 
μCT40 con un valor umbral de 240, un tiempo de integración de 200 milisegundos y una tensión del tubo de rayos X 
de 55 keV.

Como se muestra en la Figura 10, el espesor cortical de la diáfisis del fémur aumentó un 3% (P = 0,57), 7% (P = 50
0,02 ), 9% (P = 0,002) y 10% (P < 0,001) con la administración 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. Administración del Anticuerpo Neutralizante de NOTUM 2.78a Semanalmente o Quincenalmente 
durante 12 Semanas55

Se administró un anticuerpo de control, 0,3 mg/kg de anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78a ratones híbridos F1 
machos de diez semanas de edad (129 x C57) por inyección i.p. semanalmente durante 12 semanas, o 1 mg/kg de 
anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78a por inyección i.p. cada dos semanas (quincenalmente) durante 12 
semanas o 24 semanas. Había doce ratones por grupo de administración. Al final de cada estudio, se sacrificó a los 60
ratones. La masa ósea y la arquitectura se determinaron mediante microCT después de la necropsia, utilizando un 
Scanco μCT40 con un valor umbral de 240, un tiempo de integración de 200 milisegundos y una tensión del tubo de 
rayos X de 55 keV.

Como se muestra en la figura 11 A, el espesor cortical de la diáfisis del fémur aumentó un 6% (P < 0,001) y 9% (P< 65
0,001) en ratones a los que se administró 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 diáfisis del húmero aumentó un 5% (P < 0,007) y 7% (P< 0,001) en ratones a los que 
se administró 0,3 mg/kg semanalmente y 1 mg/kg quincenalmente, respectivamente, del anticuerpo Neutralizante de 
NOTUM 2.78a durante 12 Semanas.

5
Como se muestra en la figura 12A, el espesor cortical de la diáfisis del fémur aumentó un 7% (P < 0,002) y 9% (P< 
0,001) en ratones a los que se administró 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 diáfisis del húmero aumentó un 3% (P < 0,09) y 8% (P< 0,001) en ratones a los que se administró 0,3 
mg/kg semanalmente y 1 mg/kg quincenalmente, respectivamente, del anticuerpo Neutralizante de NOTUM 2.78a 10
durante 24 Semanas. Por último, como se muestra en la Figura 12C, el espesor cortical de la novena costilla 
aumentó un 7% (P < 0,02) y 9% (P< 0,003) en ratones a los que se administró 0,3 mg/kg semanalmente y 1 mg/kg 
quincenalmente, respectivamente, del anticuerpo Neutralizante de NOTUM 2.78a durante 24 Semanas.

6.10. Administración de Anticuerpos Neutralizantes de NOTUM a Ratones Ovariectomizados15

6.10.1. Ovariectomía

Se ovariectomizaron o sometieron a cirugía simulada ratones hembra C57BL/6J albinos de dieciséis semanas de 
edad. Los niveles séricos de PINP, que es un marcador de formación ósea y CTX, que es un marcador de resorción 20
ósea, se midieron utilizando un ensayo ELISA disponible comercialmente (Immunodiagnostic Systems, Scottsdale, 
AZ) en el intervalo después de la ovariectomía y antes de la administración del anticuerpo neutralizante de NOTUM, 
para confirmar que se estaba produciendo una mayor remodelación ósea después de la ovariectomía.

Después de la cirugía y antes del inicio del tratamiento, los ratones ovariectomizados mostraron una mayor 25
remodelación ósea en comparación con los ratones sometidos a cirugía simulada, tal como se muestra en la Tabla 
4. Debido a que el hueso trabecular contiene muchas más células óseas que el hueso cortical, es probable que 
estos datos reflejen principalmente una mayor remodelación del hueso trabecular.

Tabla 4: Niveles de marcadores óseos después de la cirugía30

Marcador Semanas después 
de la cirugía

Cirugía 
simulada
(N=10)

Cirugía 
OVX (N=10)

Estadísti
ca

PINP (ng/ml) 1 36,4 ± 0,9 50,6 ± 5,3 Δ = 39% 
P = 0,02

CTX (ng/ml) 2 10,5 ± 0,9 14,1 ± 0,9 Δ = 33% 
P = 0,01

PINP (ng/ml) 4 41,2 ± 2,3 54,8 ± 2,5 Δ = 33% 
P = 0,001

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

Se administró el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b o un anticuerpo control a 10 mg/kg mediante inyección 35
intraperitoneal una vez por semana durante 4 semanas, comenzando 8 semanas después de la cirugía. El estudio 
incluyó los grupos de tratamiento que se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5: Grupos de tratamiento en el estudio de ovariectomía (OVX)
40

Numero de ratones Cirugía Anticuerpo

13 Sim Control

13* Sim NOTUM

10 OVX Control

11 OVX NOTUM

* Originalmente había 14 ratones en este grupo, pero un ratón murió durante el 
estudio.

Para evaluar la ubicación y el alcance de la formación de hueso nuevo, se administraron etiquetas óseas
fluorocromáticas en los días 7, 14 y 21 del tratamiento (es decir, con los tratamiento 2º, 3o y 4o). La calceína, que 
presenta una fluorescencia verde, se administró el día 7; la alizarina, que presenta una fluorescencia roja, se 45
administró el día 14; y la tetraciclina, que presenta una fluorescencia amarilla, se administró el día 21. Los ratones se 
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sacrificaron al final del tratamiento de 4 semanas. El peso uterino en la necropsia confirmó que la cirugía de 
ovariectomía fue exitosa. (No se muestran los datos).

6.10.3. Masa ósea y Arquitectura en Ratones Ovariectomizados Tratados con Anticuerpo Neutralizante de 
Notum5

La masa ósea y la arquitectura se determinaron mediante microCT después de la necropsia, utilizando un Scanco 
μCT40 con un valor umbral de 240, un tiempo de integración de 200 milisegundos y una tensión del tubo de rayos X 
de 55 keV. Se exploraron la diáfisis del fémur, el cuerpo vertebral de la VL5 y el cuello femoral.

10
Como se muestra en la figura 13A, el espesor cortical de la diáfisis del fémur aumentó en 22 μm, o un 9%, en 
ratones sometidos a cirugía simulada a los que se administró el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b, en 
comparación con los ratones sometidos a cirugía simulada a los que se administró el anticuerpo control y aumentó 
en 26 µm, o un 12%, en los ratones ovariectomizados a los que se administró el anticuerpo neutralizante de NOTUM 
2.78b, en comparación con los ratones ovariectomizados a los que se administró el anticuerpo control. Tal como se 15
muestra en la Figura 13B, área de hueso mineralizado de la diáfisis del fémur aumento en 0,1 mm2, o un 11%, en 
ratones sometidos a cirugía simulada a los que se administró el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b, en 
comparación con los ratones sometidos a cirugía simulada a los que se administró el anticuerpo control y aumentó 
en 0,08 mm2, o un 10%, en los ratones ovariectomizados a los que se administró el anticuerpo neutralizante de 
NOTUM 2.78b, en comparación con los ratones ovariectomizados a los que se administró el anticuerpo control.20

Como se muestra en la figura 14A, la proporción en el volumen óseo total del cuerpo vertebral de la VL5 (cortical 
más trabecular) respecto al volumen total aumentó en un 9% en los ratones sometidos a cirugía simulada a los que 
se administró el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b, en comparación con los ratones sometidos a cirugía 
simulada a los que se administró el anticuerpo control, y aumentó un 3% en ratones ovariectomizados a los que se 25
administró el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b, en comparación con los ratones ovariectomizados a los que 
se administró el anticuerpo control. Tal como se muestra en la Figura 14B, la proporción en el cuerpo vertebral de la 
VL5 de volumen del hueso cortical respecto al volumen total aumentó un 13% en los ratones sometidos a cirugía 
simulada a los que se administró el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b, en comparación con los ratones 
sometidos a cirugía simulada a los que se administró el anticuerpo control, y aumentó un 9% en ratones 30
ovariectomizados a los que se administró el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b, en comparación con los 
ratones ovariectomizados a los que se administró el anticuerpo control. Tal como se muestra en la Figura 14C, la 
proporción en el cuerpo vertebral de la VL5 de volumen de hueso trabecular respecto al volumen total no se vio 
afectada significativamente por la administración del anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b en los ratones 
sometidos cirugía simulada o en los ratones ovariectomizados.35

Por último, tal y como se muestra en la Figura 15, la proporción de volumen de hueso del cuello femoral respecto al 
volumen total aumentó un 4% en los ratones sometidos a cirugía simulada a los que se administró el anticuerpo 
neutralizante de NOTUM 2.78b, en comparación con los ratones sometidos a cirugía simulada a los que se 
administró el anticuerpo control, y aumentó un 6% en ratones ovariectomizados a los que se administró el anticuerpo 40
neutralizante de NOTUM 2.78b, en comparación con los ratones ovariectomizados a los que se administró el 
anticuerpo control:

6.10.4. Histomorfometría Ósea en Ratones Ovariectomizados Tratados con Anticuerpo Neutralizante de 
Notum45

Los ejes del fémur se insertaron en metacrilato de metilo utilizando un protocolo de inserción rápida. Véase
Brommage y Vafai, Calcified Tissue Int'l 67: 479 (2000). Se prepararon secciones transversales de la diáfisis con un 
espesor de aproximadamente 80 µm utilizando una sierra para huesos Leica SP1600. A continuación, se 
examinaron las secciones con un microscopio fluorescente Olympus BX60. Se determinaron varios parámetros 50
histomorfométricos de los huesos utilizando el software OsteoMeasure ™ (OsteoMetrics, Decatur, GA). Tanto los 
parámetros estáticos (como el área y el grosor del hueso) como los parámetros dinámicos (como la superficie de 
marcador único (SLS), la tasa de aposición mineral (MAR) y la tasa de formación ósea (BFR)) se midieron con un 
aumento de 100x.

55
La Figura 16muestra el porcentaje de la superficie endocortical de las secciones transversales de la diáfisis del 
fémur que se marcaron con calceína, que se administró el día 7, con alizarina, que se administró el día 14 y con 
tetraciclina, que se administró el día 21. La Tabla 6 muestra el análisis estadístico de los datos en la Figura 16. Los 
ratones a los que se administró el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b mostraron un porcentaje 
significativamente mayor de marcaje endocortical en los días 7 y 14 en comparación con los ratones a los que se 60
administró el anticuerpo control.

Tabla 6: ANOVA con dos factores del % de superficie de marcador único
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ANOVA con dos 
factores

Día 7 Día 14 Día 21

Efecto de la 
Ovariectomía

P = 0,16 P = 0,65 P = 0,28

Efectos del 
Tratamiento

P < 0,001 P < 0,001 P = 0,02

Efectos de la 
Interacción

P = 0,66 P = 0,74 P = 0,77

La Figura 17 muestra la tasa de aposición mineral (A) y la tasa de formación ósea referente al volumen (B) de los 
ratones sometidos a cirugía simulada y ovariectomizados a los que se les administró el anticuerpo control o el 
anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b. La tasa de aposición mineral (Figura 17A) se determinó midiendo la 
distancia entre el marcador de calceína (día 7) y el marcador de alizarina (día 14) y dividiendo por 7 para obtener la 5
"tasa de los días 7 a 14", y midiendo la distancia entre el marcador de alizarina (día 14) y el marcador de tetraciclina 
(día 21) y dividiendo por 7 para obtener la “tasa de los días 14 a 21”. La Tabla 7 muestra el análisis estadístico de los 
datos en la Figura 17A. Los ratones a los que se administró el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b mostraron 
una mayor tasa de aposición mineral que los ratones a los que se administró el anticuerpo control durante el período 
de tiempo de los días 7 a 14.10

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

ANOVA con dos 
factores

Días 7 a 14 Días 14 a 21

Efecto de la 
Ovariectomía

P = 0,80 P = 0,70

Efectos del 
Tratamiento

P < 0,001 P = 0,82

Efectos de la 
Interacción

P = 0,86 P = 0,02

La tasa de formación ósea referente al volumen (Figura 17B) se determinó mediante cálculos convencionales que 15
implican la multiplicación de la superficie de mineralización endocortical (porcentaje de superficie con doble 
marcador más la mitad de la superficie con marcador único, derivado de la Figura 16) por la tasa de aposición 
mineral ( véase la Figura 17A). El resultado es la tasa de formación ósea dividida por el volumen óseo, expresada 
como un porcentaje por 7 días. La Tabla 8 muestra el análisis estadístico de los datos en la Figura 17B. Como es 
evidente en la Figura 17B, la tasa de formación ósea por volumen de hueso es significativamente mayor en ratones 20
a los que se administró el anticuerpo neutralizante de NOTUM 2.78b que en los ratones a los que se administró el 
anticuerpo control.

Tabla 8: ANOVA con dos factores de la Tasa de Formación Ósea Referente al Volumen
25

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

Efecto de la Ovariectomía P = 0,95 P = 0,80

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

Efectos de la Interacción P = 0,39 P = 0,30

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

Basándose en las alineaciones de secuencias de proteínas multiespecie tomadas del dominio público, se predijo que 
los MAb 1.802, 1.815 y 1.846 se unirían a NOTUM de cobaya y que, por lo tanto, esta especie podría ser adecuada 30
para estudios preclínicos. Para analizar esta hipótesis, se clonó y expresó NOTUM de cobaya mediante transfección 
transitoria y se mostró activa en el ensayo OPTS. Se descubrió que los MAb 1.802, 1.815 y 1.846 se unen a NOTUM 
de cobaya mediante ELISA y se demostró que el MAb 1.802 neutraliza la actividad de NOTUM de cobaya en el 
ensayo OPTS. El MAb 2.78 se unió 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 unió a NOTUM de cobaya solo 35
débilmente y no lo inhibió 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 
análisis de las secuencias reveló que el aminoácido en la posición equivalente a NOTUM D141 humana es una 
asparagina, que es diferente del aminoácido en esa posición en NOTUM tanto de ratón como humana. Las NOTUM 
de macaco cangrejero y rhesus activas (según se determinó por el ensayo OPTS) se generaron mediante 
transfección transitoria, y se encontró que el MAb 1.802 no se une ni inhibe ninguna de las proteínas. Se generó un 5
mutante puntual de NOTUM humana, NOTUM D141N humana, mediante transfección transitoria, y se encontró que 
el MAb 1.802 no se une al mutante puntual de NOTUM humana.

El MAb 2.78 se unió débilmente a NOTUM tanto de macaco cangrejero como de rhesus mediante ELISA, pero no 
inhibió ninguna de las proteínas significativamente en el ensayo OPTS. Por el contrario, el MAb 2.1029 se unió a 10
NOTUM de mono tanto macaco cangrejero como rhesus mediante ELISA así como a NOTUM humana, y también 
inhibió ambas proteínas en el ensayo OPTS así como inhibió la NOTUM humana.

6.12. Secuenciación y Humanización de Anticuerpos
15

Las regiones variables de la cadena pesada y ligera se secuenciaron mediante RT-PCR específica utilizando el ARN 
total de la línea celular de hibridoma relevante, seguido de la secuenciación del producto de PCR. Se secuenciaron 
las regiones variables de las cadenas pesada y ligera de cuatro anticuerpos de la Campaña 1: 1.731, 1.802, 1.815 y 
1.846 y de tres anticuerpos de la Campaña 2: 2.1029, 2.55 y 2.78. Las secuencias de la región variable, sin 
secuencias señal, para cada uno de esos anticuerpos se muestran en la Sección 7 (Tabla de secuencias), a 20
continuación. La Sección 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 ligera25

Anticuerpo de 
ratón

SEQ ID NO de la 
región variable de 
cadena pesada 
(SEQ ID NO de 

CDR1, 
CDR2,CDR3)

SEQ ID NO de la 
región variable de 

cadena ligera (SEQ ID 
NO de CDR1, 
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 encontró que ciertas CDR de cadena pesada y ligera tienen una alta homología entre dos o más 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; 30
SEQ ID NO: 25) difiere de las de MAb 1.802 y 1.846 en una sola sustitución de aminoácidos 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 X1 es F o Y. La CDR3 de la cadena 
pesada de los MAb 1.802 y 1.846 difiere en solo una sustitución de aminoácidos conservativa (histidina (H) frente a 
asparagina (N)). La secuencia consenso para la CDR3 de la cadena pesada para esos anticuerpos es, por lo tanto, 35
KX2YNGGYFDV (SEQ ID NO: 91), en donde X2 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 sustitución de aminoácidos 
conservativa (ácido aspártico (D) en lugar de asparagina (N)). La secuencia consenso para la CDR2 de la cadena 
ligera para esos anticuerpos es, por lo tanto, LASX6LES (SEQ ID NO: 93), donde X6 es D o N. Finalmente, una 40
secuencia consenso para la CDR1 de la cadena ligera para los tres anticuerpos de la Campaña 1, 1.802, 1.846 y 
1.815, es RASKX3VSX4SGYSYX5H (SEQ ID NO: 92), en donde X3 es I o S, X4 es T o E y X5 es M o I.

La búsqueda de BLAST se realizó en bases de datos públicas para identificar las secuencias de la región variable de 
la línea germinal humana con la mayor similitud con cada una de las regiones variables de la cadena pesada y ligera 45
de ratón. Utilizando la definición AbM, las CDR de las regiones variables de ratón se injertaron luego in silico en 
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estas secuencias variables de la línea germinal humana en lugar de las CDR de la línea germinal humana. Las 
regiones variables humanizadas resultantes para cinco de los anticuerpos de ratón (2.78, 2.1029, 1.802, 1.815 y 
1.846) se sintetizaron con una secuencia líder 5 ' que codifica un péptido señal en el marco y se clonaron cadena 
arriba de la secuencia que codifica las regiones constantes de lgG2 humana en el caso de las secuencias variables 
de cadena pesada o región constante kappa humana en el caso de las secuencias variables de cadena ligera. Las 5
secuencias para cada una de las regiones variables humanizadas se muestran en la Sección 7 (Tabla de 
Secuencias), a continuación, junto con las secuencias para las cadenas pesada y ligera humanizadas de longitud 
completa (sin el péptido señal).

Las secuencias codificantes para las cadenas pesadas y ligeras humanizadas de longitud completa se subclonaron 10
en vectores de expresión de mamíferos 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 expresión y la secreción del anticuerpo 
humanizado intacto. Los medios condicionados se probaron a continuación, en formato ELISA para determinar si los 
anticuerpos humanizados conservaban la capacidad de unirse a la proteína NOTUM humana. Los MAb 15
humanizados 1.802, 1.815, 1.846 y 2.1029 se unieron a NOTUM humana, mientras que el MAb humanizado 2.78 
mostró poca o ninguna unión con NOTUM tanto humana como de ratón.

7. Tabla de Secuencias
20

SEQ ID NO Descripción Secuencia

1 NOTUM humana

2 NOTUM de ratón

3 NOTUM S232A 
humana

4 NOTUM S239A 
mutante de ratón
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SEQ ID NO Descripción Secuencia

5 NOTUM de cobaya

NOTUM de macaco 
cangrejero

6 NOTUN de macaco 
rhesus

7 Región variable de la 
cadena pesada del 
Mab 1.731

8 Región variable de la 
cadena ligera del Mab 
1.731

9 CDR1 de la cadena 
pesada del Mab 1.731

10
CDR2 de la cadena 
pesada del Mab 1.731

11
CDR3 de la cadena 
pesada del Mab 1.731

12
CDR1 de la cadena 
ligera del Mab 1.731

13
CDR2 de la cadena 
ligera del Mab 1.731

14 CDR3 de la cadena 
ligera del Mab 1.731

15 Región variable de la 
cadena pesada del 
Mab 1.802

16 Región variable de la 
cadena ligera del Mab 
1.802
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SEQ ID NO Descripción Secuencia

17
CDR1 de la cadena 
pesada del Mab 1.802

18
CDR2 de la cadena 
pesada del Mab 1.802

19 CDR3 de la cadena 
pesada del Mab 1.802

20
CDR1 de la cadena 
ligera del Mab 1.802

21
CDR2 de la cadena 
ligera del Mab 1.802

22
CDR3 de la cadena 
ligera del Mab 1.802

23 Región variable de la 
cadena pesada del 
Mab 1.815

24 Región variable de la 
cadena ligera del Mab 
1.815

25 CDR1 de la cadena 
pesada del Mab 1.815

26
CDR2 de la cadena 
pesada del Mab 1.815

27 CDR3 de la cadena 
pesada del Mab 1.815

28
CDR1 de la cadena 
ligera del Mab 1.815

29 CDR2 de la cadena 
ligera del Mab 1.815

30 CDR3 de la cadena 
ligera del Mab 1.815

31 Región variable de la 
cadena pesada del
Mab 1.846

32 Región variable de la 
cadena ligera del Mab 
1.846

33
CDR1 de la cadena 
pesada del Mab 1.846

34 CDR2 de la cadena 
pesada del Mab 1.846

35
CDR3 de la cadena 
pesada del Mab 1.846

36 CDR1 de la cadena 
ligera del Mab 1.846

37 CDR2 de la cadena 
ligera del Mab 1.846

38 CDR3 de la cadena 
ligera del Mab 1.846
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SEQ ID NO Descripción Secuencia

39 Región variable de la 
cadena pesada del 
Mab 2.1029

40 Región variable de la 
cadena ligera del Mab 
2.1029

41 CDR1 de la cadena 
pesada del Mab 
2.1029

42

CDR2 de la cadena 
pesada del Mab 
2.1029

43 CDR3 de la cadena 
pesada del Mab 
2.1029

44 CDR1 de la cadena 
ligera del Mab 2.1029

45 CDR2 de la cadena 
ligera del Mab 2.1029

46 CDR3 de la cadena 
ligera del Mab 2.1029

47 Región variable de la 
cadena pesada del 
Mab 2.55

48 Región variable de la 
cadena ligera del Mab 
2.55

49
CDR1 de la cadena 
pesada del Mab 2.55

50 CDR2 de la cadena 
pesada del Mab 2.55

51 CDR3 de la cadena 
pesada del Mab 2.55

52 CDR1 de la cadena 
ligera del Mab 2.55

53
CDR2 de la cadena 
ligera del Mab 2.55

54
CDR3 de la cadena 
ligera del Mab 2.55

55 Región variable de la 
cadena pesada del 
Mab 2.78

56 Región variable de la 
cadena ligera del Mab 
2.78

57
CDR1 de la cadena 
pesada del Mab 2.78

58
CDR2 de la cadena 
pesada del Mab 2.78
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SEQ ID NO Descripción Secuencia

59 CDR3 de la cadena 
pesada del Mab 2.78

60
CDR1 de la cadena 
ligera del Mab 2.78

61
CDR2 de la cadena 
ligera del Mab 2.78

62
CDR3 de la cadena 
ligera del Mab 2.78

63 Región variable de la 
cadena pesada del Ab 
2.78 humanizado 
(HumAb)

64 Cadena pesada de 
HumAb 2.78

65 Región variable de la 
cadena ligera del 
HumAb 2.78

66

Cadena ligera del 
HumAb 2.78

67 Región variable de la 
cadena pesada del 
HumAb 2.1029

68 Cadena pesada de 
HumAb 2.1029

69 Región variable de la 
cadena ligera del 
HumAb 2.1029

70 Cadena ligera del 
HumAb 2.1029
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SEQ ID NO Descripción Secuencia

71 Región variable de la 
cadena pesada del 
HumAb 1.802

72 Cadena pesada de 
HumAb 1.802

73 Región variable de la 
cadena ligera del 
HumAb 1.802

74 Cadena ligera del 
HumAb 1.802

75 Región variable de la 
cadena pesada del 
HumAb 1.815

76 Cadena pesada de 
HumAb 1.815

77 Región variable de la 
cadena ligera del 
HumAb 1.815

78

Cadena ligera del 
HumAb 1.815

79 Región variable de la 
cadena pesada del 
HumAb 1.846

80 Cadena pesada de 
HumAb 1.846
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SEQ ID NO Descripción Secuencia

81 Región variable de la 
cadena ligera del 
HumAb 1.846

82 Cadena ligera del 
HumAb 1.846

90 CDR1 consenso de la 
cadena pesada de la 
Campaña 1

91 CDR3 consenso de la 
cadena pesada de la 
Campaña 1

92 CDR1 consenso de la 
cadena ligera de la 
Campaña 1

93 CDR2 consenso de la 
cadena ligera de la 
Campaña 1

83 NOTUM quimérica 
humana-de ratón

84 NOTUM quimérica de 
ratón-humana

85 NOTUM quimérica 
humana-de ratón-
humana
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SEQ ID NO Descripción Secuencia

86 NOTUM quimérica de 
ratón- humana- de 
ratón

87 NOTUM humana (Δ1-
46); Péptido señal 
CD33 en cursiva

88 NOTUM N96D humana

89 NOTUM Q47-M177 
humana

94 NOTUM D141S 
humana

95 NOTUM S148D de 
ratón
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SEQ ID NO Descripción Secuencia

96 NOTUM N132A/R133A 
humana

97 NOTUM E134A/N135A 
humana

98 NOTUM D137A/R139A 
humana

99 NOTUM R144A/R145A 
humana

100 NOTUM R150A/D151A 
humana

101 secuencia de 
polinucleótidos de la 
región variable de la 
cadena pesada de 
1.802
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SEQ ID NO Descripción Secuencia

102 secuencia de 
polinucleótidos de la 
región variable de la 
cadena la ligera de 
1.802

103 secuencia de 
polinucleótidos de la 
región variable de la 
cadena pesada de 
1.815

104 secuencia de 
polinucleótidos de la 
región variable de la 
cadena ligera de 1.815

105 secuencia de 
polinucleótidos de la 
región variable de la 
cadena pesada de 
1.846

106 secuencia de
polinucleótidos de la 
región variable de 
cadena la ligera de 
1.846
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SEQ ID NO Descripción Secuencia

107 secuencia de 
polinucleótidos de la 
región variable de la 
cadena pesada de 
2.78

108 secuencia de 
polinucleótidos de la 
región variable de la 
cadena ligera de 2.78

109 secuencia de 
polinucleótidos de la 
región variable de la 
cadena pesada de 
2.1029

110 secuencia de 
polinucleótidos de la 
región variable de la 
cadena ligera de 
2.1029

111 secuencia de 
polinucleótidos de la 
región variable de la 
cadena pesada de Ab 
2.78 humanizado 
(HumAb)
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SEQ ID NO Descripción Secuencia

112 secuencia de 
polinucleótidos de la 
cadena pesada de 
HumAb 2.78

113 secuencia de 
polinucleótidos de la 
región variable de la 
cadena ligera de 
HumAb 2.78

114 secuencia de 
polinucleótidos de la 
cadena ligera de 
HumAb 2.78

115 secuencia de 
polinucleótidos de la 
región variable de la 
cadena pesada de 
HumAb 2.1029
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SEQ ID NO Descripción Secuencia

116 secuencia de 
polinucleótidos de la 
cadena pesada de 
HumAb 2.1029

117 secuencia de 
polinucleótidos de la 
región variable de la 
cadena ligera de 
HumAb 2.1029

118 secuencia de 
polinucleótidos de la 
cadena ligera de 
HumAb 2.1029

119 secuencia de 
polinucleótidos de la 
región variable de la 
cadena pesada de 
HumAb 1.802

E11843652
02-04-2019ES 2 718 849 T3

 



50

SEQ ID NO Descripción Secuencia

120 secuencia de 
polinucleótidos de la 
cadena pesada de 
HumAb 1.802

121 secuencia de 
polinucleótidos de la 
región variable de la 
cadena ligera de 
HumAb 1.802

122 secuencia de 
polinucleótidos de la 
cadena ligera de 
HumAb 1.802

123 secuencia de 
polinucleótidos de la 
región variable de la 
cadena pesada de 
HumAb 1.815

124 secuencia de 
polinucleótidos de la 
cadena pesada de 
HumAb 1.815
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SEQ ID NO Descripción Secuencia

125 secuencia de 
polinucleótidos de la 
región variable de la 
cadena ligera de 
HumAb 1.815

126 secuencia de 
polinucleótidos de la 
cadena ligera de 
HumAb 1.815

127 secuencia de 
polinucleótidos de la 
región variable de la 
cadena pesada de 
HumAb 1.846
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SEQ ID NO Descripción Secuencia

128 secuencia de 
polinucleótidos de la 
cadena pesada de 
HumAb 1.846

129 secuencia de 
polinucleótidos de la 
región variable de la 
cadena ligera de 
HumAb 1.846

130 secuencia de 
polinucleótidos de la 
cadena ligera de 
HumAb 1.846
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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 trisódico (OPTS) in vitro, para su uso en un 
método para tratar o prevenir una enfermedad o trastorno caracterizado por la pérdida ósea en un paciente.5

2. El anticuerpo monoclonal para su uso de acuerdo con la reivindicación 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 reivindicación 2, en donde la osteoporosis se selecciona 10
del grupo que consiste en osteoporosis postmenopáusica, osteoporosis inducida por esteroides o glucocorticoides, 
osteoporosis masculina y osteoporosis idiopática.

4. El anticuerpo monoclonal para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde 
tras la administración a un sujeto, el anticuerpo aumenta los niveles séricos de PINP in vivo, aumenta la densidad 15
mineral ósea in vivo, aumenta el espesor cortical de la diáfisis del fémur in vivo, aumenta el área ósea de la diáfisis
del fémur in vivo, aumenta el espesor cortical de la diáfisis del húmero in vivo, aumenta la formación ósea 
endocortical in vivo, aumenta la proporción de volumen de hueso cortical en el cuerpo vertebral de la vértebra VL5 in 
vivo, y/o aumenta la proporción de volumen de hueso de cuello femoral a volumen total de cuello femoral in vivo.

20
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 aminoácidos de la SEQ ID NO: 1 con KD de menos de 
50 nM, preferentemente menos de 20 nM o más preferentemente menos de 10 nM.

6. El anticuerpo monoclonal para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el 25
anticuerpo tiene al menos una característica de unión seleccionada de:

a) se une a un polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 83 con una afinidad de unión 
que es al menos 5 veces más fuerte que la afinidad de unión del anticuerpo por un polipéptido que tiene la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 84;30
b) se une a un polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 85 con una afinidad de unión 
que es al menos 5 veces más fuerte que la afinidad de unión del anticuerpo por un polipéptido que tiene la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 86;
c) se une a un polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 1 con una afinidad de unión 
que es al menos 5 veces más fuerte que la afinidad de unión del anticuerpo por un polipéptido que tiene la 35
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 94;
d) se une a un polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 1 con una afinidad de unión 
que es al menos 5 veces más fuerte que la afinidad de unión del anticuerpo por un polipéptido que tiene la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 99;
e) compite por unirse a NOTUM con un anticuerpo que comprende una región variable de cadena pesada que 40
tiene una secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 15 y una región variable de cadena ligera que tiene la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 16;
f) compite por unirse a NOTUM con un anticuerpo que comprende una región variable de cadena pesada que 
tiene una secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 23 y una región variable de cadena ligera que tiene la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 24;45
g) compite por unirse a NOTUM con un anticuerpo que comprende una región variable de cadena pesada que 
tiene una secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 31 y una región variable de cadena ligera que tiene la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 32;
h) compite por unirse a NOTUM con un anticuerpo que comprende una región variable de cadena pesada que 
tiene una secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 39 y una región variable de cadena ligera que tiene la 50
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 40;
i) compite por unirse a NOTUM con un anticuerpo que comprende una región variable de cadena pesada que 
tiene una secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 55 y una región variable de cadena ligera que tiene la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 56.

55
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 ratón, 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 60
anticuerpo comprende una región variable de cadena pesada y una región variable de cadena ligera, en donde:

a) la región variable de la cadena pesada comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la 
SEQ ID NO: 17, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 18, y una CDR3 que tiene 
la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 19, y en donde la región variable de la cadena ligera comprende 65
una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 20, una CDR2 que tiene la secuencia de 
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aminoácidos de la SEQ ID NO: 21 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 22; o
b) la región variable de la cadena pesada comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la 
SEQ ID NO: 25, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 26, y una CDR3 que tiene 
la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 27, y en donde la región variable de la cadena ligera comprende 
una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 28, una CDR2 que tiene la secuencia de 5
aminoácidos de la SEQ ID NO: 29 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 30; o
c) la región variable de la cadena pesada comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la 
SEQ ID NO: 33, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 34, y una CDR3 que tiene 
la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 35, y en donde la región variable de la cadena ligera comprende 
una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 36, una CDR2 que tiene la secuencia de 10
aminoácidos de la SEQ ID NO: 37 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 38; o
d) la región variable de la cadena pesada comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la 
SEQ ID NO: 41, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 42, y una CDR3 que tiene 
la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 43, y en donde la región variable de la cadena ligera comprende 
una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 44, una CDR2 que tiene la secuencia de 15
aminoácidos de la SEQ ID NO: 45 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 46; o
e) la región variable de la cadena pesada comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la 
SEQ ID NO: 57, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 58, y una CDR3 que tiene 
la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 59, y en donde la región variable de la cadena ligera comprende 
una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 60, una CDR2 que tiene la secuencia de 20
aminoácidos de la SEQ ID NO: 61 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 62.

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

a) en el anticuerpo mencionado en la reivindicación 8, parte (a): la región variable de la cadena pesada 25
comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 15 y la región variable de la cadena ligera comprende 
la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 16; o la región variable de la cadena pesada comprende la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:71 y la región variable de la cadena ligera comprende la secuencia 
de aminoácidos de la SEQ ID NO:73; o la cadena pesada comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID 
NO:72 y la cadena ligera comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:74; o30
b) en el anticuerpo mencionado en la reivindicación 8, parte (b): la región variable de la cadena pesada 
comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 23 y la región variable de la cadena ligera comprende 
la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 24; o la región variable de la cadena pesada comprende la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:75 y la región variable de la cadena ligera comprende la secuencia 
de aminoácidos de la SEQ ID NO:77; o la cadena pesada comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID 35
NO:76 y la cadena ligera comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:78; o
c) en el anticuerpo mencionado en la reivindicación 8, parte (c): la región variable de la cadena pesada 
comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 31 y la región variable de la cadena ligera comprende 
la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 32; o la región variable de la cadena pesada comprende la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:79 y la región variable de la cadena ligera comprende la secuencia 40
de aminoácidos de la SEQ ID NO:81; o la cadena pesada comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID 
NO:80 y la cadena ligera comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:82; o
d) en el anticuerpo mencionado en la reivindicación 8, parte (d): la región variable de la cadena pesada 
comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 39 y la región variable de la cadena ligera comprende 
la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 40; o la región variable de la cadena pesada comprende la 45
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:67 y la región variable de la cadena ligera comprende la secuencia 
de aminoácidos de la SEQ ID NO:69; o la cadena pesada comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID 
NO:68 y la cadena ligera comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:70; o
e) en el anticuerpo mencionado en la reivindicación 8, parte (e): la región variable de la cadena pesada 
comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 55 y la región variable de la cadena ligera comprende 50
la secuencia de aminoácidos 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 región variable de cadena pesada y una región
variable de cadena ligera, en donde:55

a) la región variable de la cadena pesada comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la 
SEQ ID NO: 41, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 42, y una CDR3 que tiene 
la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 43, y en donde la región variable de la cadena ligera comprende 
una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 44, una CDR2 que tiene la secuencia de 60
aminoácidos de la SEQ ID NO: 45 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 46; o
b) la región variable de la cadena pesada comprende una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la 
SEQ ID NO: 57, una CDR2 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 58, y una CDR3 que tiene 
la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 59, y en donde la región variable de la cadena ligera comprende 
una CDR1 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 60, una CDR2 que tiene la secuencia de 65
aminoácidos de la SEQ ID NO: 61 y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 62.
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11. El anticuerpo monoclonal de acuerdo con la reivindicación 10, en donde

a) en el anticuerpo de la reivindicación 10, parte (a): la región variable de la cadena pesada comprende la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 39 y la región variable de la cadena ligera comprende la secuencia 
de aminoácidos de la SEQ ID NO: 40; o la región variable de la cadena pesada comprende la secuencia de 5
aminoácidos de la SEQ ID NO:67 y la región variable de la cadena ligera comprende la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO:69; o la cadena pesada comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID 
NO:68 y la cadena ligera comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:70; o
b) en el anticuerpo de la reivindicación 10, parte (b): la región variable de la cadena pesada comprende la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 55 y la región variable de la cadena ligera comprende la secuencia 10
de aminoácidos de la SEQ ID NO: 56.

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

13. Una molécula de ácido nucleico que comprende la primera y la segunda secuencias de polinucleótidos que 15
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 ácido nucleico de la reivindicación 13.

15. Un método para producir un anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 10 u 11 que comprende incubar la20
célula hospedadora de la reivindicación 14 en condiciones suficientes para expresar el anticuerpo.
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