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DESCRIPCION
Proteinas de dominio de andamio basadas en fibronectina que se unen a la miostatina
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a proteinas de dominio de andamio basadas en fibronectina que se unen a la
miostatina. La invencién también se refiere al uso de proteinas innovadoras en aplicaciones terapéuticas para tratar
enfermedades de desgaste muscular y trastornos metabdlicos. La invencion se refiere ademas a células que
comprenden tales proteinas, a polinucleétidos que codifican tales proteinas y a vectores que comprenden los
polinucleétidos que codifican las proteinas innovadoras.

Antecedentes de la invencion

La miostatina, también conocida como factor de crecimiento y diferenciacion 8 (GDF-8), es un miembro de la
superfamilia del factor de crecimiento transformante B (TGF-B) de factores de crecimiento secretados. La miostatina
tiene todas las caracteristicas estructurales comunes a las proteinas de la familia TGF-B: un extremo amino hidréfobo
que actiia como una sefial secretora, nueve restos de cisteina invariantes y un sitio de procesamiento proteolitico de
tipo furina "RXXR". La escisién proteolitica de la proteina da lugar a un dominio C-terminal que forma un homodimero
que es la forma biolégicamente activa de la miostatina (Thies et al., Growth Factors 2001;18(4):251-9). Las
alineaciones del fragmento C-terminal de las secuencias de aminoacidos de miostatina de miltiples especies de
vertebrados revelan que la proteina esta altamente conservada (100 % de identidad) entre ser humano, mono, vaca,
perro, ratén, rata, pavo y pollo (McPherron, et al. PNAS, 94:12457-61, 1997).

La expresion de miostatina se limita principalmente al misculo esquelético y al tejido adiposo, donde se ha demostrado
que es un regulador negativo del desarrollo del musculo esquelético (Lee LS, Immunol Endocr Metab Agents Med
Chem. 2010;10:183-194). En mamiferos, el misculo esquelético parece ser el principal tejido diana de la miostatina,
donde se une a los receptores de la superficie celular, dando lugar a pérdida de masa muscular. Los ratones y el
ganado con deficiencias genéticas de miostatina exhiben aumentos drasticos en la masa del misculo esquelético, es
decir, el fenotipo de "doble musculatura”, respaldando de esta manera el papel de la miostatina en la supresion del
crecimiento muscular (McPherron y Lee, Proc Natl Acad Sci USA. 23 de dic de 2003;100(26):15842-6). La hipertrofia
muscular en las razas de ganado azul belga y piamontés se debe a una mutacién sin sentido en el tercer exén del gen
de la miostatina bovina (Bass et. al., Domest Anim Endocrinol. 1999;17(2-3):191-7). La sobreexpresion transgénica de
inhibidores de miostatina también produce hipermuscularidad. El aumento del crecimiento muscular en estos animales
se debe a un aumento tanto en el nimero de células, o crecimiento hiperplasico, como en el tamafio de las células, o
crecimiento hipertréfico, que da como resultado miofibras mas grandes y pesadas. También se ha informado en seres
humanos un aumento de la masa del musculo esquelético debido a una mutacion de la miostatina. La inhibicién de la
miostatina aumenta eficazmente la masa y la fuerza del misculo esquelético, tanto en el periodo posnatal como en
adultos.

Los aumentos en la masa y la fuerza del musculo esquelético también estan asociados a adaptaciones metabdlicas
que afectan positivamente a la composicion corporal, el gasto de energia, la homeostasis de la glucosa y los requisitos
de insulina. Tanto los descubrimientos genéticos como los farmacolégicos indican que la miostatina regula el
metabolismo energético y que su inhibicién puede atenuar significativamente la progresion de las enfermedades
metabdlicas, incluyendo la obesidad y la diabetes. Por ejemplo, los ratones sin miostatina exhiben una menor
acumulacion de grasa corporal (McPherron & Lee, J. JCI 109:595, 2002) en comparacién con ratones de tipo silvestre
de la misma edad. Esta reduccién de la grasa corporal es una manifestacién de una reduccién del nimero y tamafio
de los adipocitos, lo que implica un papel importante de la miostatina en la adipogénesis asi como en la miogénesis.

En consecuencia, la miostatina es una diana deseable para la intervencion terapéutica o profilactica para el tratamiento
de trastornos o afecciones que se beneficiarian de un aumento de la masa muscular, la fuerza muscular y/o el
metabolismo (por ejemplo, distrofia muscular, fragilidad, atrofia por desuso y caquexia), trastornos asociados a la
atrofia muscular (por ejemplo, nefropatia, insuficiencia o enfermedad cardiaca y enfermedad hepatica) y trastornos
metabolicos (por ejemplo, diabetes de tipo Il, sindrome metabdlico, obesidad y artrosis).

En consecuencia, seria ventajoso obtener proteinas de andamio de dominio de fibronectina mejoradas que se unen a
miostatina para el tratamiento terapéutico de, por ejemplo, trastornos metabdlicos, trastornos de atrofia muscular y
pérdida de masa muscular debido a la inactividad.

Sumario de la invencion

La presente invencién se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de Adnectinas que se unen a y antagonizan
la miostatina. Especificamente, las Adnectinas antimiostatina de la presente invencién inhiben la actividad de la
miostatina, afectando de esta manera a la sefializacion SMAD descendente. Un mecanismo que explica la sefializacién
SMAD alterada de algunas de las Adnectinas antimiostatina de la invencién implica la inhibicion del reclutamiento de
Alk4 en el complejo miostatina-ActRIlIb, cuyas consecuencias fisiolégicas son el aumento del volumen muscular y del
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peso corporal.

En un aspecto, la invencién proporciona un polipéptido que comprende un décimo dominio tipo Il de fibronectina
('°Fn3), en donde el dominio °Fn3 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 281. El polipéptido de la
invencién tiene los bucles BC, DE y FG como se establece en las SEQ ID NO: 34, 39 y 75, respectivamente, y
comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 331 [secuencia central de Adnectina de PRD-1474
y 3116_AO06 sin una secuencia lider N-terminal o cola C-terminal].

En algunas realizaciones, el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 80 %, un 85 %,
un 90 %, un 95 %, un 98 % o un 99 % idéntica a una cualquiera de las SEQ ID NO: 264, 269 y 273. En otras
realizaciones, el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ
ID NO: 118 [3116_06], 264 [PRD-1288], 269 [PRD-1305] y 273 [PRD-1474].

En algunas realizaciones, el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos al menos un 80 %, un 85 %, un
90 %, un 95 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % idéntica a las regiones no BC, DE y FG de SEQ ID NO: 118, 273, 281
0 331.

Los polipéptidos de la invencion se unen a un sitio de unién discontinuo de Adnectina en la miostatina. Los polipéptidos
de la invencién se unen dentro de dos regiones, aminoacidos 85-101 y 55-66, de la miostatina (SEQ ID NO: 3).

Los polipéptidos de la invenciéon no compiten por la unién a la miostatina con ActRIIB. Los polipéptidos de la invencién
compiten por la unién a miostatina con ALK4 y/o ALKS.

En algunas realizaciones, los polipéptidos descritos anteriormente pueden comprender uno o mas restos
farmacocinéticos (PK) tales como polietilenglicol, acido sialico, Fc, fragmento Fc, transferrina, seroalbumina, una
proteina fijadora de seroalblimina y una proteina fijadora de inmunoglobulina sérica. En una realizacion, el resto PK
es una proteina de unién a albimina sérica que comprende un dominio '9Fn3 que se une a, por ejemplo, HSA. En otra
realizacion, el resto PK es Fc y puede estar en el exiremo N o C del polipéptido y, opcionalmente, formar un dimero.
En aln otras realizaciones, €l resto PK es polietilenglicol. En algunas realizaciones, el resto PK y el polipéptido estan
unidos mediante al menos un enlace disulfuro, un enlace peptidico, un polipéptido, un azicar polimérico o un resto de
polietilenglicol.

En otro aspecto, la invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende un polipéptido descrito
anteriormente, que opcionalmente esta libre de endotoxinas.

En otro aspecto, la invencién proporciona una molécula de acido nucleico aislada que codifica un polipéptido descrito
anteriormente, un vector de expresién que comprende una secuencia de nucleotidos, y una célula que comprende el
acido nucleico que codifica el polipéptido.

En otro aspecto, la invencién proporciona el polipéptido o la composicion de la invencién para su uso en un método
para tratar una enfermedad muscular, un trastorno neurolégico o metabélico asociado a atrofia muscular y/o atrofia
muscular, o un trastorno degenerativo 6seo.

Ademas, la divulgacion proporciona un método para producir el polipéptido antimiostatina cultivando la célula.

Ademas, la divulgacion proporciona un método para atenuar o inhibir una enfermedad o un trastorno relacionados con
la miostatina en un sujeto mediante la administracion de una cantidad eficaz del polipéptido o la composicién que
comprende un polipéptido descrito anteriormente. La enfermedad a tratar puede ser distrofia muscular, esclerosis
lateral amiotréfica, miositis por cuerpos de inclusién (MCI), enfermedad pulmonar obstructiva congestiva, insuficiencia
cardiaca crénica, cancer, SIDA, insuficiencia renal, enfermedad renal crénica, uremia, artritis reumatoide, sarcopenia,
pérdida de masa muscular debido al reposo prolongado en cama, lesién de la médula espinal, ictus, fractura 6sea,
envejecimiento, diabetes, obesidad, hiperglucemia, caquexia, artrosis, osteoporosis, infarto de miocardio o fibrosis.

Ademas, la divulgacion proporciona un método para atenuar o inhibir un trastorno asociado con la degeneracion o la
atrofia muscular en un sujeto.

Ademas, la divulgacién proporciona un método de administracién del polipéptido para aumentar la masa muscular,
aumentar el nimero de células musculares, aumentar el tamafio de las células musculares, aumentar la fuerza
muscular, el rendimiento fisico y/o la resistencia en el sujeto.

Ademas, la divulgacién proporciona un método para atenuar o inhibir un trastorno metabélico en un sujeto. El trastorno
metabolico puede ser diabetes (por ejemplo, diabetes tipo Il}), hiperglucemia, hiperinsulinemia, hiperlipidemia,
resistencia a insulina, metabolismo de la glucosa alterado, lipodistrofia, obesidad o sindrome metabdlico.
Opcionalmente, puede administrarse una segunda composicion terapéutica. La administracién del polipéptido puede
dar como resultado sensibilidad a la insulina aumentada, captacion de la glucosa por las células aumentada, niveles
de glucosa en sangre disminuidos y/o grasa corporal disminuida.
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Ademas, la divulgacion proporciona un método para mejorar la masa muscular magra en un sujeto que comprende
administrar una cantidad eficaz de un polipéptido o una composicién descritos anteriormente.

Ademas, la divulgacién proporciona un método para aumentar la proporcidon de masa muscular magra a grasa en un
sujeto que comprende administrar una cantidad eficaz de un polipéptido o una composicién descritos anteriormente.

Ademas, la divulgacion proporciona kits que comprenden un polipéptido o una composicién descritos anteriormente e
instrucciones de uso.

Ademas, la divulgacién proporciona métodos para detectar o medir miostatina en una muestra que comprenden poner
en contacto la muestra con un polipéptido descrito anteriormente y detectar o medir la unién del polipéptido a
miostatina.

Ademas, la divulgacion se refiere a Adnectinas de unién a antimiostatina para su uso en atenuar o inhibir una
enfermedad o trastorno relacionado con la miostatina, atenuar o inhibir un trastorno asociado a la degeneracion o
desgaste del musculo, aumentar la masa muscular, aumentar el nimero de células musculares, aumentar el tamafio
de las células musculares, aumentar la fuerza muscular, el rendimiento fisico y/o la resistencia, atenuar o inhibir un
trastorno metaboélico, mejorar la masa muscular magra y/o aumentar la proporciéon de masa muscular magra a grasa,
en un sujeto. Las Adnectinas antimiostatina pueden ser aquellas descritas en el presente documento, por ejemplo, las
Adnectinas antimiostatina expuestas en SEQ ID NO: 80-123, 228-239 y 252-273.

Las Adnectinas de unién a antimiostatina pueden usarse para preparar un medicamento para atenuar o inhibir una
enfermedad o un trastorno relacionados con la miostatina, atenuar o inhibir un trastorno asociado a la degeneracién o
desgaste del musculo, aumentar la masa muscular, aumentar el nimero de células musculares, aumentar el tamafio
de las células musculares, aumentar la fuerza muscular, el rendimiento fisico y/o la resistencia, atenuar o inhibir un
trastorno metaboélico, mejorar la masa muscular magra y/o aumentar la proporciéon de masa muscular magra a grasa,
en un sujeto. Las Adnectinas antimiostatina pueden ser aquellas descritas en el presente documento, por ejemplo, las
Adnectinas antimiostatina expuestas en SEQ ID NO: 80-123, 228-239 y 252-273.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra una alineacién de secuencias de aminoacidos de Adnectina antimiostatina ilustrativas. Las
secuencias de aminodacidos de los bucles BC, DE y FG se identifican subrayado, cursiva/subrayado o
negrita/subrayado, respectivamente.

La Figura 2 representa un analisis basado en WeblLogo de los diversos restos del bucle BC de la familia 1979_B06
de Adnectinas antimiostatina. Se indica la frecuencia de aminoacidos en cada posicién del bucle BC que se
variaron durante PROfusion. La imagen fue creada usando WeblLogo (Crooks GE, Hon G, Chandonia JM, Brenner
SE. Weblogo: A sequence logo generator. Genome Research 2004;14:1188-1190).

La Figura 3 representa un analisis basado en WeblLogo de los diversos restos del bucle DE de la familia 1979_B06
de Adnectinas antimiostatina. Se indica la frecuencia de aminoacidos en cada posicién del bucle DE que se
variaron durante PROfusion.

La Figura 4 representa un analisis basado en WeblLogo de los diversos restos del bucle FG de la familia 1979_B06
de Adnectinas antimiostatina. Se indica la frecuencia de aminoacidos en cada posicién del bucle FG que se
variaron durante PROfusion.

La Figura 5 representa un analisis basado en WeblLogo de los diversos restos del bucle BC de la familia 2062_G02
de Adnectinas antimiostatina. Se indica la frecuencia de aminoacidos en cada posicién del bucle BC que se
variaron durante PROfusion.

La Figura 6 representa un analisis basado en WebLogo de los diversos restos del bucle DE de la familia 2062_G02
de Adnectinas antimiostatina. Se indica la frecuencia de aminoacidos en cada posicién del bucle DE que se
variaron durante PROfusion.

La Figura 7 representa un analisis basado en WeblLogo de los diversos restos del bucle FG de la familia 2062_G02
de Adnectinas antimiostatina. Se indica la frecuencia de aminoacidos en cada posicién del bucle FG que se
variaron durante PROfusion.

La Figura 8 representa un grafico que muestra la correlacién de datos bioquimicos y celulares para proteinas
mutantes de alanina discretas de Adnectina 3116_A06, con su aptitud relativa en el escaneo mutacional profundo
segun la posicion de la secuencia.

La Figura 9 representa un grafico que muestra la correlacion de ER"'™ del escaneo mutacional profundo NGS de
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mutaciones de alanina de Adnectina 3116_A06 con la IC50 medida por HTRF. Se indican los grupos para
mutaciones de sitio Unico preferibles, mas preferibles y lo mas preferibles para la unién a miostatina.

La Figura 10 representa un grafico de un ensayo de unién competitiva (ELISA competitivo) que muestra que las
Adnectinas PRD-1285, PRD-1286 y PRD-1288 no bloquean la unién de miostatina a ActRllb-Fc. Se indica el % de
competicién de unién de ActRlIlb-Fc a miostatina. Como se esperaba, la construccion ActRIIb-Fc de control positivo
compitié con la union de ActRIlb-Fc a la miostatina.

La Figura 11 representa un grafico que muestra los efectos de varias concentraciones de Adnectinas PRD-1285,
PRD-1286 y PRD-1288 sobre la actividad de miostatina en un ensayo de ARE-luciferasa. Las condiciones
experimentales son las descritas en el Ejemplo 3. Cada una de PRD-1285, PRD-1286 y PRD-1288 inhibio el 100 %
de la actividad ARE-luciferasa inducida por miostatina.

La Figura 12 es un esquema que representa el mecanismo de accién mediante el cual las Adnectinas de la
presente invencion inhiben la actividad de la miostatina. El complejo de sefializacién nativo se muestra en la Fig.
12A. Especificamente, la unién de miostatina a ActRllb va seguida por el reclutamiento de quinasa similar al
receptor de activina 4 (ALK4) o ALKS5, y ActRllb y ALK4/5 se unen a distintas regiones de miostatina. Las
Adnectinas de la presente invencion previenen la unién de ALK4/5, pero no ActRIIb, a la miostatina (Fig. 12B).

La Figura 13 muestra un modelo computacional que representa el complejo de 3116_A06 y miostatina. La Fig-
13A muestra la estructura de la miostatina sola (gris), con los sitios de unién de ALK4 y los sitios de union de
ActRIIB indicados. Las regiones donde 3116_AQ6 se une a la miostatina (es decir, las regiones 1 y 2) se indican
en negro, como se determina a partir de los experimentos descritos en el Ejemplo 11. La Fig. 13B muestra un
complejo preferido de 3116_A06 (negro) y miostatina (gris) derivado de un protocolo de acoplamiento como se
describe en el Ejemplo 12. Las regiones de miostatina 1 y 2 identificadas mediante HDX-MS (Ejemplo 11} se
representan con espacio de relleno en un lado de la molécula Unicamente, y los bucles BC, DE y FG de 3116_A06
se representan en representacion lineal. Aunque esta figura muestra una Adnectina unida a uno de los dos sitios
de union de Adnectina, cabe sefialar que cualquiera de los sitios de union de Adnectina individuales o ambos sitios
de unién de Adnectina, podria estar ocupado.

La Figura 14 representa un grafico de barras que muestra aumentos porcentuales en el peso corporal el dia 15 en
ratones tratados con las Adnectinas antimiostatina indicadas en comparacioén con ratones de control. Los ratones
B6 SCID fueron tratados quincenal o semanalmente con inyecciones subcutdneas de Adnectinas antimiostatina
durante 14 dias, como se describe en el Ejemplo 13. Se midieron los pesos corporales durante todo el periodo de
tratamiento; se representan los valores de cambio porcentual calculados para el dia 15. (*= indica diferencias
estadisticas con respecto al grupo de control respectivo; p < 0,01 prueba de la {).

La Figura 15 Representa un grafico de barras que muestra aumentos en el volumen de los misculos de las piernas
(en cm®) el dia 15 en ratones tratados con las Adnectinas antimiostatina indicadas en comparacién con ratones de
control. Los ratones B6 SCID fueron tratados quincenal o semanalmente con inyecciones subcutaneas de
Adnectinas antimiostatina durante 14 dias como se describe en el Ejemplo 13. (*= indica diferencias estadisticas
con respecto al grupo de control respectivo; p < 0,05 prueba de la t).

La Figura 16 representa un grafico de barras que muestra aumentos en el volumen de los muisculos de las piernas
(en cm?®) el dia 28 en ratones tratados con las distintas dosis indicadas de PRD-1474. Los ratones B6 SCID fueron
tratados quincenal o semanalmente con inyecciones subcutaneas de PRD-1474 durante 28 dias como se describe
en el Ejemplo 14. (*p< 0,0001; # no significativo entre grupos).

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones

A menos que se definan de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que un experto en la materia entiende habitualmente. Aunque en la practica o analisis de
la invencién descrita también pueden usarse cualquier método y composicion similar o equivalente a los descritos en
el presente documento, en el presente documento se describen los métodos y composiciones preferentes.

"Miostatina de longitud completa" como se usa en el presente documento se refiere a la secuencia polipeptidica de
longitud completa descrita en McPherron et al. (1997), anteriormente citado, asi como polipéptidos de longitud
completa relacionados que incluyen variantes alélicas y homologos entre especies. El término "miostatina" o la
expresion "miostatina madura" se refiere a fragmentos de la miostatina madura biolégicamente activa, asi como
polipéptidos relacionados que incluyen variantes alélicas, variantes de corte y empalme y péptidos y polipéptidos de
fusién. Se ha informado que la proteina C-terminal madura tiene una identidad de secuencia del 100 % en muchas
especies, incluyendo ser humano, ratén, pollo, porcino, pavo y rata (Lee et al., PNAS 2001;98:9306). La secuencia de
la prepromiostatina humana es:
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MQKLQLCVYIYLFMLIVAGPVDLNENSEQKENVEKEGLCNACTWRQNTKSSRIEAIK
IQILSKLRLETAPNISKDVIRQLLPKAPPLRELIDQYDVQRDDSSDGSLEDDDYHATTE
THTMPTESDFLMQVDGKPKCCFFKFSSKIQYNKVVKAQLWIYLRPVETPTTVFVQIL
RLIKPMKDGTRYTGIRSLKLDMNPGTGIWQSIDVKTVLONWLKQPESNLGIEIKALDE
NGHDLAVTFPGPGEDGLNPFLEVKVTDTPKRSRRDFGLDCDEHSTESRCCRYPLTVD
FEAFGWDWIAPKRYKANYCSGECEFVFLQKYPHTHLVHQANPRGSAGPCCTPTKM
SPINMLYFNGKEQITYGKIPAMVVDRCGCS (SEQ ID NO: 1)

La secuencia de la promiostatina humana es:

NENSEQKENVEKEGLCNACTWRQNTKSSRIEAIKIQILSKLRLETAPNISKDVIRQLLP
KAPPLRELIDQYDVQRDDSSDGSLEDDDYHATTETIITMPTESDFLMQVDGKPKCCFF
KEFSSKIQYNKVVKAQLWIYLRPVETPTTVFVQILRLIKPMKDGTRYTGIRSLKLDMNP
GTGIWQSIDVKTVLONWLKQPESNLGIEIKALDENGHDLA VTFPGPGEDGLNPFLEV

KVTDTPKRSRRDFGLDCDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWIIAPKRYKANYCSGE
CEFVFLQKYPHTHLVHQANPRGSAGPCCTPTKMSPINMLY FNGKEQIIY GKIPAMVV
DRCGCS (SEQ ID NO: 2)

La secuencia de la miostatina madura (conservada en ser humano, murino, rata, pollo, pavo, perro, caballo y cerdo)
es:

DFGLDCDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWIIAPKRYKANYCSGECEFVFLQKYPH
THLVHQANPRGSAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQITYGKIPAMVVDRCGCS (SEQ
ID NO: 3).

"Polipéptido" como se usa en el presente documento se refiere a cualquier secuencia de dos 0 mas aminoacidos,
independientemente de la longitud, de la modificacion postraduccional o de la funcién. "Polipéptido”, "péptido", y
"proteina" se usan indistintamente en el presente documento. Los polipéptidos pueden incluir aminoacidos naturales
y aminodcidos no naturales tales como aquellos descritos en la Pat. de EE.UU. N.? 6.559.126. Los polipéptidos también
pueden modificarse mediante cualquiera de diversas formas quimicas habituales (por ejemplo, un aminoacido puede
estar modificado con un grupo protector; el aminoacido carboxilo terminal puede convertirse en un grupo amida
terminal; el resto amino terminal puede modificarse con grupos para, por ejemplo, mejorar la lipofilia; o el polipéptido
puede glucosilarse quimicamente o modificarse de otro modo para aumentar la estabilidad o la semivida in vivo). Las
modificaciones de polipéptidos pueden incluir la unién de otra estructura tal como un compuesto ciclico u otra molécula
al polipéptido y también puede incluir polipéptidos que contienen uno 0 méas aminoacidos en una configuracion alterada
(es decir, R 0 S; o0, L o D). Los péptidos de la invenciéon son proteinas derivadas del décimo dominio tipo Il de
fibronectina que se han modificado para unirse a miostatina y se denominan en el presente documento, "Adnectina
antimiostatina" o "Adnectina miostatina".

Una "cadena polipeptidica", como se usa en el presente documento, se refiere a un polipéptido en donde cada uno de
sus dominios esta unido a otro dominio o dominios mediante enlace o enlaces peptidicos, en oposicion a las
interacciones no covalentes o los enlaces disulfuro.

Un polipéptido "aislado" es uno que se ha identificado y se ha separado y/o se ha recuperado a partir de un componente
de su ambiente natural. Los componentes contaminantes de su ambiente natural son materiales que podrian interferir
con los usos diagnoésticos o terapéuticos del polipéptido y pueden incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteicos
o no proteicos. En realizaciones preferidas, el polipéptido se purificara (1) hasta mas de un 95 % en peso de polipéptido
determinado por el método de Lowry y lo mas preferentemente mas de un 99 % en peso, (2) hasta un grado suficiente
para obtener al menos restos de la secuencia de aminoacidos del N-terminal o interna mediante el uso de un
secuenciador de copa giratoria o (3) hasta homogeneidad mediante SDS-PAGE en condicién reductora o no reductora
usando azul de Coomassie o, preferentemente, tincién con plata. Un polipéptido aislado incluye el polipéptido in situ
con células recombinantes ya que no estara presente al menos un componente del entorno natural del polipéptido.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 984 405 T3

Habitualmente, sin embargo, el polipéptido aislado se preparara mediante al menos una etapa de purificacion.

"Porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos" se define en el presente documento como el porcentaje
de restos de aminoacidos en una secuencia candidata que son idénticos a los restos de aminoacidos en una secuencia
seleccionada, después de alinear las secuencias e introducir huecos, si fuera necesario, para lograr el porcentaje
maximo de identidad de secuencia y sin tener en cuenta ninguna sustitucion conservativa como parte de la identidad
de secuencia. La alineacién para determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos puede lograrse
de varias maneras que se encuentran dentro de las capacidades del experto en la materia, por ejemplo, usando
programas informaticos disponibles al plblico tales como BLAST, BLAST-2, ALIGN, ALIGN-2 o el programa
informatico Megalign (DNASTAR™). Aquellos expertos en la materia pueden determinar facilmente los parametros
adecuados para medir la alineacién, incluyendo cualquier algoritmo necesario para conseguir la alineacién maxima
sobre toda la longitud de las secuencias que se comparan. Por ejemplo, el % de identidad de secuencia de
aminoacidos de una secuencia de aminoacidos A dada para, con o contra una secuencia de aminoacidos B dada (que
puede citarse, como alternativa, como una secuencia de aminoacidos dada A que tiene o comprende un determinado
% de identidad de secuencia de aminoacidos para, con o contra una secuencia de aminoacidos B dada) se calcula
como sigue: 100 veces la fraccion X/Y donde X es el nimero de restos de aminoacidos puntuados como coincidencias
idénticas por el programa de alineacion de secuencias ALIGN-2 en la alineacién del programa de Ay B y donde Y es
el nimero total de restos de aminoacidos en B. Se apreciara que cuando la longitud de la secuencia de aminoacidos
A no es igual a la longitud de la secuencia de amino&cidos B, el % de identidad de secuencia de aminoacidos de A a
B no sera igual al % de identidad de secuencia de aminoacidos de B a A.

Como se usa en el presente documento, "sustitucién conservativa" denota la sustituciéon de un resto de aminoacido
por otro, sin alterar la conformacién y la funcién general del péptido, incluyendo, pero no limitado a, remplazo de un
aminoacido por uno que tenga propiedades similares (tales como, por ejemplo, polaridad, potencial de enlace de
hidrégeno, acido, basico, forma, hidréfobo, aromatico y similares). Los aminoacidos con propiedades similares son
bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, arginina, histidina y lisina son aminoacidos basicos hidréfilos y pueden ser
intercambiables. De forma similar, isoleucina, un aminoacido hidréfobo, puede remplazarse por leucina, metionina o
valina. Los aminoacidos hidrofilos neutros, que pueden sustituirse unos por otros, incluyen asparagina, glutamina,
serina y treonina. Por "sustituidos" o "modificados” la presente invencién incluye aquellos aminoacidos que han sido
alterados o modificados a partir de aminoacidos naturales. Como tal debe entenderse que en el contexto de la presente
invencién una sustitucién conservativa se reconoce en la técnica como una sustituciéon de un aminoacido por otro
aminoacido que tiene propiedades similares.

Como se usa en el presente documento, la expresion "sitio de union de Adnectina" se refiere al sitio o la porcion de
una proteina (por ejemplo, miostatina) que interactia o se une a una Adnectina particular (por ejemplo, cuando un
anticuerpo reconoce un epitopo). Los sitios de union de Adnectina pueden formarse a partir de aminoacidos contiguos
0 a partir de aminoacidos no contiguos yuxtapuestos mediante el plegamiento terciario de una proteina. Los sitios de
unién de Adnectina formados por aminoacidos contiguos normalmente se retienen tras la exposicién a disolventes
desnaturalizantes, mientras que los sitios de unién de Adnectina formados por plegamiento terciario normalmente se
pierden con el tratamiento con disolventes desnaturalizantes.

Un sitio de unién de Adnectina para una Adnectina antimiostatina de la invencién puede determinarse mediante la
aplicacion de técnicas convencionales normalmente usadas para el mapeo de epitopos de anticuerpos incluyendo,
pero no limitado al mapeo de proteasas y analisis mutacional. Como alternativa, puede determinarse un sitio de unién
de Adnectina mediante ensayo de competicion usando una Adnectina de referencia o un anticuerpo que se une al
mismo polipéptido, por ejemplo, miostatina (como se describe més detalladamente a continuacién en la seccion
"Adnectinas de competicién cruzada y/o Adnectinas que se unen al mismo sitio de unién de Adnectina". Sila Adnectina
de prueba y la molécula de referencia (por ejemplo, otra Adnectina o anticuerpo) compiten, entonces se unen al mismo
sitio de unién de Adnectina o a sitios de unién de Adnectina lo suficientemente proximales como para que la unién de
una molécula interfiera con la otra.

Las expresiones "se une especificamente”, "unidén especifica”, "unién selectiva", y "se une selectivamente", como se
usan indistintamente en el presente documento se refieren a una Adnectina que muestra afinidad por una miostatina,
pero no se une significativamente (por ejemplo, menos de aproximadamente el 10 % de unién) a un polipéptido
diferente medido mediante una técnica disponible en la técnica tal como, pero no limitado a, Analisis de Scatchard y/o
ensayos de unién competitiva (por ejemplo, ELISA de competicion, ensayo BIACORE). El término también es aplicable
cuando, por ejemplo, un dominio de union de una Adnectina de la invencién es especifico para miostatina.

La expresion "se une preferentemente" como se usa en el presente documento se refiere a la situacién en la que una
Adnectina de la invencién se une a miostatina al menos aproximadamente un 20 % mas de lo que se une a un
polipéptido diferente medido mediante una técnica disponible en la técnica tal como, pero no limitado a, Analisis de
Scatchard y/o ensayos de uniéon competitiva (por ejemplo, ELISA de competicién, ensayo BIACORE).

Como se usa en el presente documento, la expresién "reactividad cruzada" se refiere a una Adnectina que se une a
mas de una proteina distinta que tiene sitios de unién de Adnectina idénticos o muy similares.
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El término "Kp", como se usa en el presente documento, pretende referirse a la constante de equilibrio de disociacion
de una interaccion particular Adnectina-proteina (por ejemplo, miostatina) o la afinidad de una Adnectina por una
proteina (por ejemplo, miostatina), como se mide usando un ensayo de resonancia de plasmén superficial o un ensayo
de unién celular. Una "Kp deseada", como se usa en el presente documento, se refiere a una Kp de una Adnectina
que sea suficiente para los fines contemplados. Por ejemplo, una Kp deseada puede referirse a la Ko de una Adnectina
necesaria para provocar un efecto funcional en un ensayo in vitro, por ejemplo, un ensayo de luciferasa basado en
células.

El término "kass", como se usa en el presente documento, pretende referirse a la constante de velocidad de asociacion
para la asociacion de una Adnectina en el complejo Adnectina/proteina.

El término "kdiss", como se usa en el presente documento, pretende referirse a la constante de velocidad de disociacion
para la disociacioén de una Adnectina del complejo Adnectina/proteina.

El término "Clso", como se usa en el presente documento, se refiere a la concentracién de una Adnectina que inhibe
una respuesta, ya sea en un ensayo in vitro 0 en un ensayo in vivo, a un nivel que es el 50 % de la respuesta inhibidora
maxima, es decir, la mitad entre la respuesta inhibidora méaxima y la respuesta no tratada.

La expresion "actividad de miostatina” como se usa en el presente documento se refiere a una o0 mas de las actividades
morfogenéticas o reguladoras del crecimiento asociadas a la unién de la proteina miostatina activa a ActRlIlb y el
posterior reclutamiento de Alk4 o AlkS. Por ejemplo, la miostatina activa es un regulador negativo de la masa del
musculo esquelético. La miostatina activa también puede modular la produccién de enzimas especificas del musculo
(por ejemplo, creatina quinasay), estimular la proliferacién de mioblastos y modular la diferenciacién de preadipocitos a
adipocitos. La actividad de la miostatina puede determinarse usando métodos reconocidos en la técnica, tales como
aquellos descritos en el presente documento.

Las expresiones "inhibir la actividad de la miostatina" o "antagonizar la actividad de la miostatina" o "antagonizar la
miostatina" se usan indistintamente para referirse a la capacidad de las Adnectinas anti-miostatina de la presente
invencion para neutralizar o antagonizar una actividad de la miostatina in vivo o in vitro. Los términos "inhibir" o
"neutralizar" como se usan en el presente documento con respecto a una actividad de una Adnectina de la invencion
significan la capacidad de sustancialmente antagonizar, prohibir, prevenir, restringir, ralentizar, romper, eliminar,
detener, reducir o revertir, por ejemplo, la progresién o la gravedad de lo que se esta inhibiendo incluyendo, pero no
limitado a, una actividad o una propiedad biolégica, una enfermedad o una afeccién. La inhibicion o la neutralizacion
es preferentemente de al menos aproximadamente un 10 %, un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50 %, un 60 %, un 70 %,
un 80 %, un 90 %, un 95 % o mas alta.

Por ejemplo, una Adnectina antimiostatina de la invencién puede reducir los niveles circulantes de miostatina
bioldgicamente activa que normalmente se encuentran en un sujeto vertebrado, o una reduccién de los niveles
circulantes de miostatina biolégicamente activa en sujetos con trastornos que dan como resultado niveles circulantes
elevados de miostatina. Puede determinarse una reduccion de la actividad de la miostatina usando ensayos in vitro,
por ejemplo, ensayos de unién, como se describe en el presente documento. Como alternativa, una reduccion de la
actividad de la miostatina puede provocar un aumento del peso corporal, masa muscular mejorada, fuerza muscular
aumentada, una alteracion en la proporcién de musculo a grasa, un aumento de la masa muscular libre de grasa, un
aumento en el tamafio y/o nimero de células musculares y/o una reduccién en el contenido de grasa corporal.

La expresion "PK" es un acrénimo de "farmacocinético" y abarca propiedades de un compuesto incluyendo, a modo
de ejemplo, absorcion, distribucion, metabolismo y eliminacion por parte de un sujeto. Una "proteina de modulacién
de PK" o "resto PK" como se usa en el presente documento se refiere a cualquier proteina, péptido o resto que afecta
a las propiedades farmacocinéticas de una molécula biolégicamente activa cuando se fusiona o se administra junto
con la molécula biolégicamente activa. Algunos ejemplos de una proteina de modulacién de PK o resto PK incluyen
PEG, aglutinantes de albumina sérica humana (HSA) (como se divulga en la Publicacion de EE.UU. N.2 2005/0287153
y 2007/0003549, Publicacién PCT N.2 WO 2009/083804 y WO 2009/133208), seroalbimina humana, Fc o fragmentos
Fc y variantes de los mismos y azlcares (por ejemplo, acido sialico).

La "semivida" de una secuencia de aminoacidos o un compuesto generalmente puede definirse como el tiempo
necesario para que la concentracién sérica del polipéptido se reduzca en un 50 %, in vivo, por ejemplo, debido a la
degradacion de la secuencia o el compuesto y/o la eliminacién o el secuestro de la secuencia o el compuesto por
mecanismos naturales. La semivida puede determinarse de cualquier manera conocida en si misma, tal como por
analisis farmacocinético. Las técnicas adecuadas seran claras para el experto en la materia y, por ejemplo,
generalmente pueden implicar las etapas de administrar adecuadamente a un sujeto una dosis adecuada de la
secuencia de aminoacidos o el compuesto de la invencién; recoger muestras de sangre u otras muestras del sujeto a
intervalos regulares; determinar el nivel o concentracién de la secuencia de aminoacidos o el compuesto de la
invencién en dicha muestra de sangre; y calcular, a partir de (un grafico de) los datos obtenidos de este modo, €l
tiempo hasta que el nivel o concentracién de la secuencia de amino&cidos o compuesto de la invencién se haya
reducido en un 50 % en comparacién con el nivel inicial tras la dosificacion. La referencia, por ejemplo, se hace segin
los manuales convencionales, tales como Kenneth, A. et al., Chemical Stability of Pharmaceuticals: A Handbook for
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Pharmacists y en Peters et al., Pharmacokinete Analysis: A Practical Approach (1996). También se hace referencia a
Gibaldi, M. et al., Pharmacokinetics, 22 edicion revisada, Marcel Dekker (1982).

La semivida puede expresarse usando parametros tales como el tiz-alfa, el ti2-beta, HL_Lambda_z y el &rea bajo la
curva (AUC). En la presente memoria descriptiva, un "aumento de la semivida" se refiere a un aumento de uno
cualquiera de estos parametros, dos cualesquiera de estos parametros, tres cualesquiera de estos parametros o los
cuatro de estos parametros. Un "aumento de la semivida" en particular se refiere a un aumento del ti2-beta y/o
HL_Lambda_z, ya sea con o sin un aumento en el ti2-alfa y/o el AUC o ambos.

Las notaciones "mpk", "mg/kg" o "mg por kg" se refieren a miligramos por kilogramo. Todas las notaciones se usan
indistintamente a lo largo de la presente divulgacion.

Los términos "individuo", "sujeto”, y "paciente”, usados indistintamente en el presente documento, se refieren a un
animal, preferentemente a un mamifero (incluyendo un no primate y un primate) o una especie de ave, incluyendo,
pero no limitado a, murinos, simios, seres humanos, animales mamiferos de granja (por ejemplo, bovinos, porcinos,
ovinos), animales mamiferos para deportes (por ejemplo, equinos) y mascotas mamiferas (por ejemplo, caninos y
felinos); preferentemente el término se refiere a humanos. El término también se refiere a especies de aves,
incluyendo, pero no limitado a, pollos y pavos. En una determinada realizacion, el sujeto, preferentemente un
mamifero, preferentemente un ser humano, se caracteriza ademas por una enfermedad, un trastorno o una afeccién
que se beneficiaria de un nivel disminuido o una bioactividad disminuida de miostatina. En otra realizacién el sujeto,
preferentemente un mamifero, preferentemente un ser humano, se caracteriza ademas por estar en riesgo de
desarrollar un trastorno, una enfermedad o una afeccién que se beneficiaria de un nivel reducido de miostatina o una
bioactividad disminuida de miostatina.

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere al menos a la dosis minima, pero menos que una dosis
toxica, de un agente que es necesario para impartir un beneficio terapéutico a un sujeto. Por ejemplo, una cantidad
terapéuticamente eficaz de una Adnectina antimiostatina de la invencion es una cantidad que en mamiferos,
preferentemente seres humanos, da como resultado uno o mas de lo siguiente: un aumento en el volumen muscular
y/o la fuerza muscular, una disminucién de la grasa corporal, un aumento en la sensibilidad a la insulina, o el
tratamiento de afecciones en las que la presencia de miostatina causa o contribuye a un efecto patolégico indeseable
o una disminucion en los niveles de miostatina da como resultado un efecto terapéutico beneficioso.

El término "fragil" o "fragilidad" como se usa en el presente documento se refiere a una afeccién que puede
caracterizarse por dos o mas sintomas de debilidad, pérdida de peso, movilidad ralentizada, fatiga, bajos niveles de
actividad, mala resistencia y alteraciéon de la respuesta conductual a las sefiales sensoriales. Una caracteristica
distintiva de la fragilidad es la "sarcopenia” o la pérdida de masa muscular relacionada con la edad.

El término "caquexia" como se usa en el presente documento se refiere a la afeccion de desgaste muscular acelerado
y pérdida de masa corporal magra que puede resultar de diversas enfermedades.

Vision general

La presente invencién proporciona novedosos polipéptidos que se unen a y antagonizan la miostatina (denominados
en el presente documento "Adnectinas antimiostatina"). Para identificar los antagonistas de la miostatina, la miostatina
se presentd a grandes bibliotecas sintéticas de Adnectinas. Se analizaron las Adnectinas que se unian a la miostatina
para determinar su unién a miostatina, por sus propiedades biofisicas y por su actividad inhibidora de la miostatina.
Las Adnectinas antimiostatina se mutaron y se sometieron a presion selectiva adicional reduciendo la concentraciéon
diana y seleccionando Adnectinas antimiostatina con tasas de eliminacion lentas. A partir de este proceso de
optimizacién, se identificé una familia de Adnectinas como inhibidores especificos de la miostatina con actividad
bioguimica y biofisica favorable. Las Adnectinas antimiostatina descritas en la presente solicitud son Utiles para el
tratamiento de trastornos, enfermedades y afecciones para las cuales se sabe que la inhibicion de la actividad de la
miostatina es beneficiosa, incluyendo, pero no limitado a, el tratamiento de enfermedades de desgaste muscular,
trastornos metabdlicos y atrofia muscular debido a la inactividad.

Como se desvela en Rebbapragada et al. (MCB 2003;23:7230-42), la ruta de sefializacion de la miostatina implica la
unién de la miostatina a ActRlIlb, seguido del reclutamiento de quinasa 4 similar al receptor de activina (ALK4) o ALK5.
La unién a las ALK induce la fosforilacion de Smad2/Smad3, seguido de la activacién de la ruta de sefializacién similar
a TGFp (véase, por ejemplo, Rebbapragada et al., MCB 2003;23:7230-42).

I. Andamios basados en fibronectina

Un aspecto de la solicitud proporciona Adnectinas antimiostatina que comprenden un dominio Fn3 en el cual uno o
mas de los bucles accesibles al disolvente se han aleatorizado o mutado. Los polipéptidos de la invencién son como
se definen en las reivindicaciones adjuntas. La divulgacién técnica que se expone a continuacién puede, en algunos
aspectos, ir mas alla del alcance de las reivindicaciones. Los elementos de la divulgacién que no entran en el alcance
de las reivindicaciones se proporcionan a titulo informativo.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 984 405 T3

En algunas realizaciones descritas en el presente documento, el dominio Fn3 es un dominio Fn3 derivado del décimo
modulo de tipo silvestre del dominio de fibronectina humana tipo 11l (*°Fn3):
VSDVPRDLEVVAATPTSLLISWDAPAVTVRYYRITYGETGGNSPVQEFTVPGSKSTAT
ISGLKPGVDYTITVYAVTGRGDSPASSKPISINYRT (SEQ ID NO: 4) (los bucles BC, DE y FG estan subrayados).

En otras realizaciones descritas en el presente documento, las secuencias que no se unen al ligando de '9Fn3, es
decir, el "andamio °Fn3", pueden alterarse siempre que el 9Fn3 conserve la funcién de unién al ligando y/o la
estabilidad estructural. Se ha informado una diversidad de andamios '°Fn3 mutantes. En un aspecto, uno o mas de
Asp 7, Glu 9 y Asp 23 se reemplazan por otro aminoacido, tal como, por ejemplo, un resto de aminoacido cargado no
negativamente (por ejemplo, Asn, Lys, etc.). Se ha informado que estas mutaciones tienen el efecto de promover una
mayor estabilidad del '°Fn3 mutante a pH neutro en comparacién con la forma de tipo silvestre (véase, por ejemplo,
Publicacion PCT N.2 WO 02/04523). Se ha desvelado una diversidad de alteraciones adicionales en el andamio '°Fn3
que son beneficiosas o neutrales. Véanse, por ejemplo, Batori et al., Protein Eng., 15(12):1015-1020 (diciembre de
2002); Koide et al., Biochemistry, 40(34):10326-10333 (28 de agosto de 2001).

Las proteinas '°Fn3 tanto variantes como de tipo silvestre se caracterizan por la misma estructura, a saber, siete
secuencias de dominio de cadena beta designadas de A a G y seis regiones de bucle (bucle AB, bucle BC, bucle CD,
bucle DE, bucle EF y bucle FG) que conectan las siete secuencias del dominio de la cadena beta. Las cadenas beta
ubicadas mas cerca de los extremos N y C pueden adoptar una conformacién similar a beta en solucién. En la SEQ
ID NO: 4, el bucle AB corresponde a los restos 15-16, el bucle BC corresponde a los restos 21-30, el bucle CD
corresponde a los restos 39-45, el bucle DE corresponde a los restos 51-56, el bucle EF corresponde a los restos 60-
66 y el bucle FG corresponde a los restos 76-87 (Xu et al., Chemistry & Biology, 9:933-942, 2002).

En consecuencia, en algunas realizaciones descritas en el presente documento, la Adnectina antimiostatina es un
polipéptido '°Fn3 que es al menos un 40 %, un 50 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 % o un
90 % idéntico al dominio '°Fn3 humano, mostrado en SEQ ID NO: 4. Gran parte de la variabilidad generalmente se
producira en uno o mas bucles. Cada una de las cadenas beta o similares a beta de un polipéptido °Fn3 puede
consistir esencialmente en una secuencia de aminoacidos que es al menos un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 95 % o un
100 % idéntica a la secuencia de una cadena beta o de tipo beta correspondiente de SEQ ID NO:4, siempre que dicha
variacién no perturbe la estabilidad del polipéptido en condiciones fisiolégicas.

La invencion proporciona una Adnectina antimiostatina que comprende un dominio décimo de fibronectina tipo IlI
("%Fn3), en donde en el dominio '°Fn3 comprende un bucle, AB; un bucle, BC; un bucle, CD; un bucle, DE; un bucle
EF; y un bucle FG; los bucles BC, DE y FG tienen una secuencia de aminoacidos alterada con respecto a la secuencia
del correspondiente bucle del dominio '°Fn3 humano. Las Adnectinas antimiostatina de la presente invencién
comprenden un dominio '°Fn3 que comprende una secuencia de aminoacidos idéntica a las regiones sin bucle de
SEQ ID NO:4, en donde los bucles BC, DE y FG estan alterados, es decir, los dominios '"Fn3 comprenden bucles que
no se producen de forma natural. Por "alteracién" se entiende una o mas alteraciones en la secuencia de aminoacidos
con respecto a una secuencia de molde (que corresponde al dominio de fibronectina humana) e incluye adiciones,
eliminaciones, sustituciones de aminoéacidos o una combinacién de las mismas. La alteracién de una secuencia de
aminoacidos puede lograrse a través de variacion intencional, con enmascaramiento o espontanea, generalmente de
una secuencia codificante de acido nucleico, y puede producirse mediante cualquier técnica, por ejemplo, PCR, PCR
propensa a errores o sintesis quimica de ADN. En particular, la Adnectina antimiostatina de acuerdo con la invencién
comprende un domino '®Fn3 humano que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 281.

En la Adnectina antimiostatina de la invencion, los bucles BC, DE y FG se extienden o se acortan en longitud con
respecto al correspondiente bucle de fibronectina humana. Para optimizar la unién al antigeno, la longitud de un bucle
de '°Fn3 puede alterarse en longitud asi como en secuencia para obtener la mayor flexibilidad y afinidad posibles en
la unién a antigeno.

Las Adnectinas antimiostatina de la invencién se basan en un andamio '°Fn3 y pueden definirse generalmente
mediante la siguiente secuencia:

EVVAAT(Z)aSLLIZ)xYYRITYGE(Z):QEFTV(Z),ATI(Z)c.DYTITVYAV(Z)ISINYRT (SEQ ID NO: 5),

en donde el bucle AB esta representado por (Z)a, el bucle CD esta representado por (Z), €l bucle EF esta representado
por (Z)e, el bucle BC esta representado por (Z)x, el bucle DE esta representado por (Z)y y el bucle FG esta representado
por (Z)z. Z representa cualquier aminoacido y el subindice después de la Z representa un nimero entero del nimero
de aminoacidos. En particular, a puede ser cualquiera desde 1-15, 2-15, 1-10, 2-10, 1-8, 2-8, 1-5, 2-5, 1-4, 2-4, 1-3, 2-
3 0 1-2 aminoécidos; y b, ¢, x, y y z pueden ser cada uno independientemente cualquiera desde 2-20, 2-15, 2-10, 2-8,
5-20, 5-15, 5-10, 5-8, 6-20, 6-15, 6-10, 6-8, 2-7, 5-7 0 6-7 amino&cidos.

Mas especificamente, las Adnectinas antimiostatina de la invencién se basan en un andamio '°Fn3 definido
generalmente mediante la secuencia:
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EVVAATPTSLLI(Z)xYYRITYGETGGNSPVQEFTV(Z)yATISGLKPGVDYTITVYAV(Z).
ISINYRT (SEQ ID NO: 6)

en donde el bucle BC esta representado por (Z)x, el bucle DE esta representado por (Z)y y el bucle FG esta
representado por (Z)z. Z representa cualquier aminoacido y el subindice después de la Z representa un nimero entero
del nimero de aminoacidos. En particular, la secuencia de aminoacidos del dominio '°Fn3 humano comprendido en
la Adnectina antimiostatina de acuerdo con la invencion se establece en la SEQ ID NO: 281.

En determinadas realizaciones descritas en el presente documento, una Adnectina antimiostatina puede comprender
la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 5 o 6, en donde al menos uno de los bucles BC, DE y FG representados por
(Z)x, (Z)y y (2)z, respectivamente, estan alterados. Como se ha descrito anteriormente, los restos de aminoéacidos
correspondientes a los restos 21-30, 51-56 y 76-87 de SEQ ID NO: 4 definen los bucles BC, DE y FG, respectivamente.
Sin embargo, deberia comprenderse que no es necesario modificar todos los restos dentro de la regién de bucle con
el fin de conseguir un producto de unién de '°Fn3 que tenga una fuerte afinidad por una diana deseada (por ejemplo,
miostatina).

Por ejemplo, los restos 21 (S) y 22 (W) del bucle BC como se muestra en SEQ ID NO: 1 no necesitan modificarse para
unirse a miostatina. Es decir, los dominios '°Fn3 con union de alta afinidad a miostatina pueden obtenerse modificando
solo los restos 23-30 del bucle BC como se muestra en SEQ ID NO: 4. Esto se demuestra en los bucles BC
ejemplificados en la Tabla 1, lo que indica que solo se modifican las posiciones subrayadas.

De forma similar, las posiciones 51 (P) y 56 (T) del bucle DE como se muestra en SEQ ID NO: 4 no necesitan
modificarse para unir miostatina. Es decir, los dominios '°Fn3 con unién de alta afinidad a miostatina pueden obtenerse
modificando solo los restos 52-55 del bucle DE como se muestra en SEQ ID NO: 4. Esto se demuestra en los bucles
DE ejemplificados en la Tabla 1, lo que indica que solo se alteraron los restos que abarcan las posiciones subrayadas.

Igualmente, las posiciones 76 (T) y 87 (P) del bucle FG como se muestra en SEQ ID NO: 1 no necesitan modificarse
para unir miostatina. Es decir, los dominios '9Fn3 con unién de alta afinidad a miostatina pueden obtenerse
modificando solo los restos 77-86 del bucle FG como se muestra en SEQ ID NO: 4. Esto se demuestra en los bucles
FG ejemplificados en la Tabla 1, lo que indica que solo se alteraron los restos que abarcan las posiciones subrayadas.

En consecuencia, en algunas realizaciones descritas en el presente documento, las regiones de bucle BC, DE y FG
de las Adnectinas antimiostatina pueden describirse de acuerdo con secuencias consenso. Estas secuencias
consenso estan ejemplificadas por los bucles BC, DE y FG mostrados en la Tabla 1 y segun lo determinado por el
analisis de WeblLogo (Fig- 2-7) (Crooks GE, Hon G, Chandonia JM, Brenner SE. WebLogo: A sequence logo generator.
Genome Research 2004;14:1188-1190).

El analisis de WebLogo genera una firma de aminoacidos que refleja la frecuencia de los aminoacidos en cada posicion
alterada del bucle BC, DE o FG.

Por ejemplo, en algunas realizaciones descritas en el presente documento, el bucle BC, (Z)x, se define por la secuencia
consenso Xi-L-P-X2-X3-X4-Xs5-Xe-X7, en donde, X1 es S, To Y; XecesH, Y,N,R,F,G,SoT; Xses A,P,Q,S,F, H,N
OR; XsesGOoA; XsH,L,R,V,N,D,F,l0K; Xees A, L, G,M, F,10V;y Xres Ho N. En determinadas realizaciones
preferidas descritas en el presente documento, el bucle BC comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
de SEQID NO: 7, 11-21, 23-31, 34 y 36-38. En una realizacién descrita en el presente documento y en las Adnectinas
antimiostatina de acuerdo con la presente invencién, el bucle BC comprende los aminoacidos expuestos en SEQ ID
NO. 34.

En algunas realizaciones descritas en el presente documento, el bucle DE, (Z)y, esta definido por la secuencia
consenso G-R-G-Xs, en donde Xs es V o L. En determinadas realizaciones preferidas descritas en el presente
documento, el bucle DE comprende un aminoacido seleccionado de SEQ ID NO: 39 y 42. En una realizacion descrita
en el presente documento y en las Adnectinas antimiostatina de acuerdo con la presente invencion, el bucle DE
comprende los aminoacidos expuestos en SEQ ID NO. 39.

En algunas realizaciones descritas en el presente documento, el bucle FG, (Z)., se define por la secuencia consenso
Xg-X10-X11-X12-X13-X14-X15-X16-X17-X18, en donde Xges L, Vo l; Xioes To S; Xi1es K, R, A, G, S, D, H, N, T o P; Xi2
esS, T,AE,H, KoN; Xi3esK,G,Q,D,E,N, ToS; XuuesV,,F,LLM,P, ToY; Xisesl,LoY;XisesH,|,V,K, L,
R F, G, SoT;XizesYoH;yXises K, M, L, Ro V. En determinadas realizaciones preferidas descritas en el presente
documento, el bucle FG comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 46, 50-62, 64-72,
75-77 y 79. En una realizacion descrita en el presente documento y en las Adnectinas antimiostatina de acuerdo con
la presente invencion, el bucle FG comprende los aminoacidos expuestos en SEQ ID NO. 75.

En otras realizaciones descritas en el presente documento, el bucle BC, (Z)x, se define por la secuencia consenso Xig-
X20-P-X21-G-X22-A, en donde Xises D, E, Vo W; Xoes A, SoV; Xa1es R, A, G, Ko L;y Xa2es L o N. En determinadas
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realizaciones preferidas descritas en el presente documento, el bucle BC comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada de SEQ ID NO: 8-10, 22, 32, 33 y 35.

En otras realizaciones descritas en el presente documento, el bucle DE, (Z)y, se define por la secuencia consenso Xes-
G-R-G-X24, endonde X23es V, P, F, 1o L;y Xaa es S, No T. En determinadas realizaciones preferidas descritas en el
presente documento, el bucle DE comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 40, 41 y
43-45.

En otras realizaciones descritas en el presente documento, el bucle FG, (Z), se define por la secuencia consenso Xzs-
Xog-R-Xo7-G-Xag-Xog-X30-X31-X32, en donde Xos es |0 V; Xoses F, Do Y; Xores Do T; Xeses P, M, Vo T; Xoa es V, L,
N,RoS;XsesH, T,L,N, Qo S; Xs1esF, W, Y, HoL;y Xs2es D, A o G. En determinadas realizaciones preferidas
descritas en el presente documento, el bucle FG comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID
NO: 47-49, 63, 73, 74 y 78.

En consecuencia, en determinadas realizaciones descritas en el presente documento, una Adnectina antimiostatina
comprende un bucle BC, (Z)x, que tiene la secuencia Xi-L-P-X2-X3-X4-Xs5-X6-X7 ¥y un bucle DE, (Z)y, que tiene la
secuencia G-R-G-Xs, como se ha definido anteriormente. En determinadas realizaciones descritas en el presente
documento, el bucle BC comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 7, 11-21, 23-31, 34
y 36-38 y el bucle DE comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 39 y 42. En una
realizacion descrita en el presente documento y en las Adnectinas antimiostatina de acuerdo con la presente invencion,
los bucles BC y DE comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en SEQ ID NO: 34 y 39, respectivamente.

En determinadas realizaciones descritas en el presente documento, la Adnectina antimiostatina comprende un bucle
BC, (Z)x, que tiene la secuencia Xi-L-P-X2-X3-X4-Xs-Xe-X7 y un bucle FG, (Z)z, que tiene la secuencia Xg-X10-X11-X12-
Xi13-X14-X15-X16-X17-X18, cOmo se ha definido anteriormente. En determinadas realizaciones descritas en el presente
documento, el bucle BC comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 7, 11-21, 23-31, 34
y 36-38 y el bucle FG comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 46, 50-62, 64-72, 75-
77 y 79. En una realizacién descrita en el presente documento y en las Adnectinas antimiostatina de acuerdo con la
presente invencion, los bucles BC y FG comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en SEQ ID NO: 34 y
75, respectivamente.

En determinadas realizaciones descritas en el presente documento, la Adnectina antimiostatina comprende un bucle
DE, (Z)y, que tiene la secuencia G-R-G-Xs y un bucle FG, (Z)z, que tiene la secuencia Xo-X10-X11-X12-X13-X14-X15-X16-
Xi7-X18, como se ha definido anteriormente. En determinadas realizaciones descritas en el presente documento, el
bucle DE comprende una secuencia de aminoé&cidos seleccionada de SEQ ID NO: 39 y 42 y el bucle FG comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 46, 50-62, 64-72, 75-77 y 79. En una realizacién descrita
en el presente documento y en las Adnectinas antimiostatina de acuerdo con la presente invencién, los bucles DE y
FG comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en SEQ ID NO: 39 y 75, respectivamente.

En determinadas realizaciones descritas en el presente documento, la Adnectina antimiostatina comprende un bucle
BC, (Z)x, que tiene la secuencia Xi-L-P-X2-X3-X4-Xs-Xs-X7, un bucle DE, (Z)y, que tiene la secuencia G-R-G-Xs y un
bucle FG, (Z)z, que tiene la secuencia Xo-X10-X11-Xi12-X13-X14-X15-X16-X17-X18, como se ha definido anteriormente. En
determinadas realizaciones descritas en el presente documento, el bucle BC comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 7, 11-21, 23-31, 34 y 36-38, el bucle DE comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 39 y 42 y el bucle FG comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada de SEQ ID NO: 46, 50-62, 64-72, 75-77 y 79. En una realizacién descrita en el presente documento y en
las Adnectinas antimiostatina de acuerdo con la presente invencion, los bucles BC, DE y FG comprenden las
secuencias de aminoacidos expuestas en SEQ ID NO: 34, 39 y 75, respectivamente.

En otras realizaciones descritas en el presente documento, la invencién proporciona una Adnectina antimiostatina que
comprende un bucle BC, (Z)x, que tiene la secuencia X19-Xz20-P-X21-G-X22-A y un bucle DE, (Z)y, que tiene la secuencia
X23-G-R-G-X21, como se ha definido anteriormente. En determinadas realizaciones descritas en el presente
documento, el bucle BC comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 8-10, 22, 32, 33 y
35 y el bucle DE comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 40, 41 y 43-45.

En otras realizaciones descritas en el presente documento, la Adnectina antimiostatina comprende un bucle BC, (Z)x,
que tiene la secuencia Xi9-X20-P-X21-G-X22-A y un bucle FG, (Z)z, que tiene la secuencia Xz5-X2s-R-X27-G-X28-X29-X30-
X30-X32, como se ha definido anteriormente. En determinadas realizaciones descritas en el presente documento, el
bucle BC comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 8-10, 22, 32, 33 y 35 y el bucle FG
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 47-49, 63, 73, 74 y 78.

En otras realizaciones descritas en el presente documento, la Adnectina antimiostatina comprende un bucle DE, (Z)y,
que tiene la secuencia X23-G-R-G-Xz24 y un bucle FG, (Z)z, que tiene la secuencia Xas-X26-R-X27-G-Xzs-X29-X30-X30-X32,
como se ha definido anteriormente. En determinadas realizaciones descritas en el presente documento, el bucle DE
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 40, 41 y 43-45 y el bucle FG comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 47-49, 63, 73, 74 y 78.
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En otras realizaciones descritas en el presente documento, la Adnectina antimiostatina comprende un bucle BC, (Z)x,
que tiene la secuencia X19-Xz0-P-X21-G-X22-A, comprende un bucle DE, (Z)y, que tiene la secuencia X23-G-R-G-Xz24 y
un bucle FG, (Z)z, que tiene la secuencia X2s-Xz6-R-Xa27-G- X2s-X29-X30-X30-X32, como se ha definido anteriormente. En
determinadas realizaciones descritas en el presente documento, el bucle BC comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 8-10, 22, 32, 33 y 35, el bucle DE comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada de SEQ ID NO: 40, 41 y 43-45 y el bucle FG comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
de SEQ ID NO: 47-49, 63, 73,74 y 78.

En determinadas realizaciones preferidas descritas en el presente documento, una Adnectina antimiostatina
comprende la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 5 o 6, en donde los bucles BC, DE y FG representados por (Z)x,
(Z)y y (Z)z, respectivamente, se reemplazan por un conjunto respectivo de bucles BC, DE y FG que tienen las
secuencias consenso de SEQ ID NO: 7-38, 39-45 y 46-79, respectivamente.

En otras realizaciones preferidas descritas en el presente documento, una Adnectina antimiostatina comprende la
secuencia expuesta en SEQ ID NO: 5 o 6, en donde los bucles BC, DE y FG representados por (Z)x, (Z)y ¥ (Z)z,
respectivamente, se reemplazan por un conjunto respectivo de bucles BC, DE y FG que tengan secuencias al menos
un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 95 %, un 97 %, un 98 % o un 99 % idénticas a las secuencias de los bucles
BC, DE o FG de los clones listados en la Tabla 1.

En realizaciones ilustrativas descritas en el presente documento, una Adnectina antimiostatina se define por SEQ ID
NO: 5 y tiene un conjunto respectivo de secuencias de bucles BC, DE y FG de cualquiera de los clones enumerados
en la Tabla 1. Por ejemplo, el clon 1979_B06 en la Tabla 1 comprende los bucles BC, DE y FG como se expone en
SEQ ID NO: 7, 39 y 46, respectivamente. Por tanto, una Adnectina antimiostatina basada en estos bucles puede
comprender SEQ ID NO: 5 o 6, en donde (Z)x comprende SEQ ID NO: 7, (Z)y comprende SEQ ID NO: 39 y (Z),
comprende SEQ ID NO: 46. Se contemplan construcciones similares usando el conjunto de bucles BC, DE y FG de
los otros clones en la Tabla 1, o las secuencias consenso de SEQ ID NO: 7-38, 39-45 y 46-79, respectivamente. Las
regiones de andamio de dichas Adnectinas antimiostatina pueden comprenderde 0 a 20, de 0a 15,de0a10,de 0 a
8,deDab,delab,dela4d4,de0a3, de0a2ode0a 1sustituciones, sustituciones conservativas, eliminaciones
o adiciones con respecto a los restos de aminoacidos del andamio de SEQ ID NO: 4. Pueden realizarse tales
modificaciones del andamio, siempre que la Adnectina antimiostatina sea capaz de unir la miostatina con una Kp
deseada.

En realizaciones preferidas descritas en el presente documento, el bucle BC de la Adnectina antimiostatina comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SWSLPHAGHVN (SEQ ID NO: 7),
SWVSPRGRAR (SEQ ID NO: 8), SWEVPRGLAR (SEQ ID NO: 9), SWWAPLGLAR (SEQ ID NO: 10), SWTLPHAGLAH
(SEQ ID NO: 11), SWYLPYPAHMN (SEQ ID NO: 12), SWSLPFAGHLN (SEQ ID NO: 13), SWSLPYSGLAN (SEQ ID
NO: 14), SWSLPHAGHAH (SEQ ID NO: 15), SWTLPNFGLIN (SEQ ID NO: 16), SWTLPHAGRAH (SEQ ID NO: 17)
SWSLPYAGHLN (SEQ ID NO: 18), SWSLPYAAHMN (SEQ ID NO: 19), SWSLPYPGHLN (SEQ ID NO: 20),
SWSLPYAGHAH (SEQ ID NO: 21), SWDAPGGLAR (SEQ ID NO: 22), SWSLPTPGLAH (SEQ ID NO: 23),
SWSLPHRGVAN (SEQ ID NO: 24), SWSLPSSGVAH (SEQ ID NO: 25), SWSLPHHGFGH (SEQ ID NO: 26),
SWSLPHAGDAH (SEQ ID NO: 27), SWSLPHNGVAH (SEQ ID NO: 28), SWSLPRQGLAN (SEQ ID NO: 29)
SWSLPGPGHFH (SEQ ID NO: 30), SWSLPHPGLGH (SEQ ID NO: 31), SWDAPRGLAR (SEQ ID NO: 32)
SWDAPAGLAR (SEQ ID NO: 33), SWSLPHQGKAN (SEQ ID NO: 34), SWDAPKGLAR (SEQ ID NO: 35),
SWSLPNPGIAH (SEQ ID NO: 36), SWSLPRPGNAH (SEQ ID NO: 37) y SWSLPNPGNAH (SEQ ID NO: 38). En las
Adnectinas antimiostatina de acuerdo con la presente invencion, el bucle BC comprende la secuencia de aminoacidos
SWSLPHQGKAN (SEQ ID NO: 34).

3

3

En algunas realizaciones descritas en el presente documento, el bucle BC de la Adnectina antimiostatina comprende
la porcién subrayada de una cualquiera de SEQ ID NO: 7-38, como se muestra en la Tabla 1. En una realizacién
descrita en el presente documento y en las Adnectinas antimiostatina de acuerdo con la presente invencion, el bucle
BC comprende la parte subrayada de SEQ ID NO: 34.

En algunas realizaciones descritas en el presente documento, el bucle DE de la Adnectina antimiostatina comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en PGRGVT (SEQ ID NO: 39), PGRGST (SEQ
ID NO: 40), LGRGST (SEQ ID NO: 41), PGRGLT (SEQ ID NO: 42), IGRGST (SEQ ID NO: 43), FGRGTT (SEQ ID NO:
44) y VGRGNT (SEQ ID NO: 45). En algunas realizaciones descritas en el presente documento, el bucle DE de la
Adnectina antimiostatina de la invencién comprende la parte subrayada de una cualquiera de las SEQ ID NO: 39-45,
como se muestra en la Tabla 1. En una realizacién descrita en el presente documento y en las Adnectinas
antimiostatina de acuerdo con la presente invencién, el bucle DE comprende la parte subrayada de SEQ ID NO: 39.

En algunas realizaciones descritas en el presente documento, el bucle FG de la Adnectina antimiostatina comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en TLTKSQMIHYMP (SEQ ID NO: 46),
TIYRDGMSHHDP (SEQ ID NO: 47), TVYRDGPLLLAP (SEQ ID NO: 48), TIFRTGMVQYDP (SEQ ID NO: 49),
TLTNSEILYKP (SEQ ID NO: 50), TLTKSQILHHRP (SEQ ID NO: 51), TLTRSKIHYMP (SEQ ID NO: 52),
TLTHSNIIRYVP (SEQ ID NO: 53), TVSSTKVIVYLP (SEQ ID NO: 54), TITKSTIIYKP (SEQ ID NO: 55),
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TVTTTSVILYKP (SEQ ID NO: 56), TLTKSQLIHYMP (SEQ ID NO: 57), TLTRSQVIHYMP (SEQ ID NO:
TLTKSKIIHYMP (SEQ ID NO: 59), TVSSTKVIHYKP (SEQ ID NO: 60), TLTKSKVIHYMP (SEQ ID NO:
TVTTTKVIHYKP (SEQ ID NO: 62), TIDRDGVNHFAP (SEQ ID NO: 63), TVTHHGVIGYKP (SEQ ID NO: ,

58)
61)
64)
TLTGANVIIYKP (SEQ ID NO: 35), TVINTGVIIYKP (SEQ ID NO: 66), TVTATGIIYKP (SEQ ID NO: 67),
70)
73)

3

— —

3

N~

TVTRAGFYRYKP (SEQ ID NO: 68), TVTREEVISYKP (SEQ ID NO: 69), TVTAAGVIIYKP (SEQ ID NO:
TVTANQPIIYKP (SEQ ID NO: 71), TITPETIVYKP (SEQ ID NO: 72), TIDRDGTRSFDP (SEQ ID NO: ,
TIFRDGPVTWDP (SEQ ID NO: 74), TVTDTGYLKYKP (SEQ ID NO: 75), TLTGSDTIFYKP (SEQ ID NO: 76),
TVTGKDVIKYKP (SEQ ID NO: 77), TIFRDGVVNYGP (SEQ ID NO: 78) y TVTDTGFITYKP (SEQ ID NO: 79). En las
Adnectinas antimiostatina de acuerdo con la presente invencion, el bucle FG comprende la secuencia de aminoacidos
TVTDTGYLKYKP (SEQ ID NO: 75).

3

En algunas realizaciones descritas en el presente documento, el bucle FG de la antimiostatina comprende la porcién
subrayada de una cualquiera de SEQ ID NO: 46-79, como se muestra en la Tabla 1. En una realizacién descrita en el
presente documento y en las Adnectinas antimiostatina de acuerdo con la presente invencion, el bucle FG comprende
la parte subrayada de SEQ ID NO: 75.

En algunas realizaciones descritas en el presente documento, la Adnectina antimiostatina comprende una secuencia
de bucle BC seleccionada de las secuencias de bucle BC que tienen SEQ ID NO: 7-38 o la parte subrayada de una
cualquiera de SEQ ID NO: 7-38, como se muestra en la Tabla 1; una secuencia de bucle DE seleccionada de las
secuencias de bucle DE que tienen SEQ ID NO: 39-45 o la parte subrayada de una cualquiera de SEQ ID NO: 39-45
como se muestra en la Tabla 1; y una secuencia de bucle FG seleccionada de las secuencias de bucle FG que tienen
SEQ ID NO: 46-79 o la parte subrayada de una cualquiera de SEQ ID NO: 46-79 como se muestra en la Tabla 1. En
algunas realizaciones descritas en el presente documento, la Adnectina antimiostatina comprende una secuencia de
aminoacidos del bucle BC, DE y FG al menos un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 95 %, un 98 %, un
99 % o un 100 % idéntica a una cualquiera de las SEQ ID NO: 7-38, 39-45 y 46-79, respectivamente. En otras
realizaciones descritas en el presente documento, la Adnectina antimiostatina comprende una secuencia de
aminoacidos del bucle BC, DE y FG al menos un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 95 %, un 98 %, un
99 % oun 100 % idéntica a la parte subrayada de una cualquiera de SEQ ID NO: 7-38, 39-45 y 46-79, respectivamente,
como se muestra en la Tabla 1.

En algunas realizaciones descritas en el presente documento, la Adnectina antimiostatina comprende la secuencia de
aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 80-123, 228-239 y 252-273 (secuencias de longitud completa de las
Tablas 2, 5y 6). En realizaciones de la invencién, la Adnectina antimiostatina comprende la secuencia de aminoacidos
de una cualquiera de SEQ ID NO: 118, 264, 269 y 273 (secuencias de longitud completa de las Tablas 2 y 6). En una
realizacion, la Adnectina antimiostatina comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 273.

En algunas realizaciones descritas en el presente documento, la Adnectina antimiostatina comprende una secuencia
de aminoacidos al menos un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 95 %, un 98 %, un 99 % o un 100 %
idéntica a una cualquiera de SEQ ID NO: 80-123, 228-239 y 252-273. En otras realizaciones, la Adnectina
antimiostatina comprende una secuencia de aminoacidos al menos un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 95 %, un 98 %, un
99 % o un 100 % idéntico a las regiones de bucle BC, DE y FG de SEQ ID NO: 80-123, 228-239 y 252-273.

La Adnectina antimiostatina de la invencién comprende los bucles BC, DE y FG como se establece en SEQ ID NO:
34, 39 y 75, respectivamente. La Adnectina antimiostatina de la invenciéon comprende la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO: 281 [secuencia central de Adnectina compartida por PRD-1474 y 3116_A06, precedida por
una secuencia de extension N-terminal (GVSDVPRDL) y seguida de una cola C-terminal (El)]. En una realizacion, la
Adnectina antimiostatina de la invenciéon comprende una secuencia de aminoacidos al menos un 80 %, un 85 %, un
90 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos establecida
en SEQ ID NO: 273 [PRD-1474] o SEQ ID NO: 118 [3116_A06]. La Adnectina antimiostatina de la invencién
comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 331 [secuencia central de Adnectina de PRD-1474
y 3116_A06 sin una secuencia lider N-terminal o cola C-terminal]. La secuencia principal de Adnectina de PRD-1474
y 3116_A06 se establece a continuacién:
EWAATPTSLLISWSLPHQGKANYYRITYGETGGNSPVQEFTVPGRGVTATISGLKPG
VDYTITVYAVTVTDTGYLKYKPISINYRT (SEQ ID NO: 331)

En una realizacion descrita en el presente documento, la Adnectina antimiostatina descrita en el presente documento
puede describirse con respecto a la Adnectina antimiostatina que comprende los bucles BC, DE y FG como se
establece en SEQ ID NO: 34, 39y 75.

En consecuencia, en algunas realizaciones descritas en el presente documento, la Adnectina antimiostatina
comprende los bucles BC, DE y FG como se establece en SEQ ID NO: 34, 39 y 75, respectivamente, en donde el
bucle BC comprende 1, 2, 3, 4, 5 o 6 sustituciones de aminoacidos, tales como sustituciones conservativas de
aminoacidos. En consecuencia, en algunas realizaciones descritas en el presente documento, el bucle BC se define
por la secuencia consenso Xaz-L-P-X34-X35-X36-X37-X38-X39, en donde Xszes To Y; Xsaes Y, N, R, F, G, S o T; Xss es
A P,SFHNOR;XssesA;XsresH,L,R,V,N,D,Fol; XssesL, G, M, F, | oV;y Xas es H.
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En algunas realizaciones descritas en el presente documento, la Adnectina antimiostatina comprende los bucles BC,
DE y FG como se establece en SEQ ID NO: 34, 39 y 75, respectivamente, en donde el bucle DE comprende una
sustitucion de 1 aminodcido, tal como una sustitucidn conservativa de aminoacidos. En consecuencia, en algunas
realizaciones descritas en el presente documento, el bucle DE esta definido por la secuencia consenso G-R-G-X40, €n
donde Xa0 es L.

En algunas realizaciones descritas en el presente documento, la Adnectina antimiostatina comprende los bucles BC,
DE y FG como se establece en SEQ ID NO: 34, 39 y 75, respectivamente en donde el bucle FG comprende 1, 2, 3, 4,
5, 6, 7 u 8 sustituciones de aminoacidos, tales como sustituciones conservativas de aminoacidos. En consecuencia,
en algunas realizaciones descritas en el presente documento, el bucle FG se define por la secuencia consenso Xai-
Kao-Xa3-Xaa-Xas-Xag-Xa7-Xag-Xa9-Xs0, €en donde Xs1es Lo |; Xso 65 S; Xazes K, R, A, G, S, H, N, To P; Xases S, A, E,
H, KoN; Xases K, Q,D,E,N, ToS; XseesV,,F,LLM,PoT; XaresloY; XasesH, |, V,L,R,F,G,S 0T, X49 €5 H;
yXsoes M, L, Ro V.

En algunas realizaciones descritas en el presente documento, la Adnectina antimiostatina comprende los bucles BC,
DE y FG como se establece en SEQ ID NO: 34, 39 y 75, respectivamente, en donde el bucle BC tiene 1, 2,3, 4,506
sustituciones de aminoacidos, tales como sustituciones conservativas de aminoacidos, y el bucle DE tiene 1 sustitucion
de aminoacido, tal como una sustitucion conservativa de aminoacidos. En algunas realizaciones descritas en el
presente documento, el bucle BC tiene una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la formula X33-L-P-X34-X35-X3e-
Xa7-X38-Xag, en donde Xszes To Y; XauesY,N,R,F,G,SoT; XssesA,P,S,F,HNoR; Xsses A; XsresH,L, R, V,
N,D,Fol;XssesL,G, M, F,10V;y X3 es H, y el bucle DE tiene una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la
formula G-R-G-Xag, en donde Xag es L.

En algunas realizaciones descritas en el presente documento, la Adnectina antimiostatina comprende los bucles BC,
DE y FG como se establece en SEQ ID NO: 34, 39 y 75, respectivamente, en donde el bucle BC tiene 1, 2,3, 4,506
sustituciones de aminoacidos, tales como sustituciones conservativas de aminoacidos y el bucle FG tiene 1, 2, 3, 4,
5, 6, 7 u 8 sustituciones de aminoacidos, tales como sustituciones conservativas de aminoacidos. En algunas
realizaciones descritas en el presente documento, el bucle BC comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo
con la férmula X33-L-P-X34-X35-X36-X37-X38-X39, en donde Xa3es To Y; Xases Y, N, R, F, G,So T; Xsses A, P, S, F, H,
NoR; Xsses A; Xs7esH, L, R, V, N, D, Fo l; Xsses L, G, M, F, 1 oV;y X3z es Hy el bucle FG comprende una
secuencia de aminoéacidos de acuerdo con la formula Xa1-Xao-Xa3-Xaa-Xas-Xas-Xa7-Xag-Xag-Xs0, en donde Xs1 es L o [;
Xaces S; XasesK, R, A, G, S,H,N, ToP; XaaesS,A,E,H, KoN; Xases K, Q,D,E,N, To S; Xsses V,|,F,L, M, P
o0T; Xa7resloY; XasesH, I, V,LLR,F,G,S0T; XsoesH;yXsoes M, L,Ro V.

En algunas realizaciones descritas en el presente documento, la Adnectina antimiostatina comprende los bucles BC,
DE y FG como se establece en SEQ ID NO: 34, 39 y 75, respectivamente, en donde y el bucle DE tiene una sustitucién
de 1 aminoacido, tal como una sustitucién conservativa de aminoacidos y el bucle FG tiene 1, 2, 3,4, 5,6, 7u 8
sustituciones de aminoacidos, tales como sustituciones conservativas de aminoacidos. En algunas realizaciones
descritas en el presente documento, el bucle DE comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la férmula
G-R-G-X40, en donde Xao es L y el bucle FG comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la formula Xa1-
Kao-Xa3-Xaa-Xas-Xag-Xa7-Xag-Xa9-Xs0, €en donde Xs1es Lo |; Xso 65 S; Xazes K, R, A, G, S, H, N, To P; Xases S, A, E,
H, KoN; Xases K, Q,D,E,N, ToS; XseesV,,F,LLM,PoT; XaresloY; XasesH, |, V,L,R,F,G,S 0T, X49 €5 H;
yXsoes M, L, Ro V.

En algunas realizaciones descritas en el presente documento, la Adnectina antimiostatina comprende los bucles BC,
DE y FG como se establece en SEQ ID NO: 34, 39 y 75, respectivamente, en donde el bucle BC tiene 1, 2,3, 4,506
sustituciones de aminoacidos, tales como sustituciones conservativas de aminoacidos, y el bucle DE tiene 1 sustitucion
de aminoacido, tal como una sustitucion conservativa de aminoacidos y el bucle FG tiene 1, 2, 3, 4, 5,6, 7u 8
sustituciones de aminoacidos, tales como sustituciones conservativas de aminoacidos. En algunas realizaciones
descritas en el presente documento, el bucle BC comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la férmula
Xaz-L-P-X34-X35-X38-X37-X38-X39, en donde Xszes To Y; XaaesY,N,R, F, G, SoT; Xsses A, P, S, F, H, NoR; Xss es
A; XsresH, LR, V,N,D,Fol;XsesL, G, M, F, 1 0V;y Xa es H; el bucle DE comprende una secuencia de
aminoacidos de acuerdo con la formula G-R-G-Xao, en donde X40 €s L; y el bucle FG comprende una secuencia de
aminoacidos de acuerdo con la formula Xa1-Xaz-Xa3-Xa4-Xa5-Xae-Xa7-Xag-Xag-Xs0, €n donde X41 es L 0 |; Xa2 €5 S; X43 €5
K,R,A,G,S,H N, ToP; XsaesS,A E,H,KoN; XssesK,Q,D,E,N, ToS; Xsses V,,F,L,M,PoT; Xsares l0Y;
XasesH, |, V,L,R,F,G,S0T;XegesH;yXsoesM,L,Ro V.

En una realizacién descrita en el presente documento, la Adnectina antimiostatina comprende los bucles BC, DE y FG
como se establece en SEQ ID NO: 34, 39 y 75, respectivamente, y tiene sustituciones de aminoacidos en los bucles
BC, DE y FG que permiten que la Adnectina antimiostatina mantenga la unién a la miostatina. Tales sustituciones de
aminoacidos pueden determinarse mediante, por ejemplo, barrido mutacional profundo, como se describe en el
Ejemplo 8.

En consecuencia, en algunas realizaciones descritas en el presente documento, la Adnectina antimiostatina

comprende un bucle BC que comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la férmula Xs1-Xs2-Xs3-Xs54-
Xss-Xs6-X57-Xs58-Xs9, €n donde: Xs1 se selecciona del grupo que consiste en A, C, D, F, H, |, K,L,N,Q,R, S, T,V,We
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Y; Xs2 se selecciona del grupo que consiste en L, My V; Xs3 se selecciona del grupo que consiste en A, C, D, E, |, K,
L, M,N,P,Q,R, S, T, VeY,; Xs4 se selecciona del grupo que consisteen A, C,D,E,F, G, H, |, K,L, M,N,Q, R, S, T,
V, W e Y; Xss5 se selecciona del grupo que consisteen A, C,D,E,F, G, H, , K, L, M,N, P, Q, R, S, T, V,We Y; Xss se

selecciona del grupo que consiste en G y S; Xs7 se selecciona del grupo que consisteen A, C,D, E, F, G, H, |, K, L,
M,N,Q, R, S, T, V, W e Y; Xsg se selecciona del grupo que consiste en A, C, G, L, M, Sy T; y Xsg se selecciona del
grupo que consiste en A, C, F, H, N, P, Q, R, S e Y. En una realizacién preferida, Xs1 se selecciona del grupo que
consisteen C, F, I, S, V, W e Y; Xs2 se selecciona del grupo que consiste en L; Xs3 se selecciona del grupo que consiste
en p; Xss se selecciona del grupo que consisteen C, D, E,F, G, H, |, K, L, M,N, Q, R, S, T, V, W e Y; Xs5 se selecciona
del grupo que consisteen A, C, D, E,F, G, H, |, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W e Y; Xs6 se selecciona del grupo que
consiste en G; Xs7 se selecciona del grupo que consisteen A, C, G, H, |, K,L, M, N, Q, R, S, V, W e Y; Xsg se selecciona
del grupo que consiste en A, G, L, My S; y Xsg se selecciona del grupo que consiste en C, H, N, Q, S e Y. En una
realizacion mas preferida descrita en el presente documento, Xs1 se selecciona del grupo que consiste en F, Sy W;
Xs2 se selecciona del grupo que consiste en L; Xs3 se selecciona del grupo que consiste en p; Xs4 se selecciona del
grupo que consisteen C, F, G, I, K, L, M, N, R, S, T, V, W e Y; Xs5 se selecciona del grupo que consiste en A, C, E, F,
HLKLMP, QRS T,VeY,; Xs se selecciona del grupo que consiste en G; Xs7 se selecciona del grupo que
consiste en A, C, H, K, L, M, N, R, V, W e Y; Xsg se selecciona del grupo que consiste en A, Gy L; y Xso se selecciona
del grupo que consiste en H, Ny Q.

En algunas realizaciones descritas en el presente documento, la Adnectina antimiostatina comprende un bucle DE
que comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la férmula G-R-G-Xeo, en donde Xso €s A, C, D, E, F,
L K,L,M,N, Q, S, Ty V. En una realizacién preferida descrita en el presente documento, Xsoes C, E, I, L, M, Q, Ty
V. En una realizacién mas preferida descrita en el presente documento, Xso es C, E, I, L, My V.

En algunas realizaciones descritas en el presente documento, la Adnectina antimiostatina comprende un bucle FG
que comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la férmula Xe1-Xs2-Xe3-Xe4-X65-X66-X67-Xe8-Xe9-X70, €N
donde Xs1 se selecciona del grupo que consiste en A, C, F, I, L, M, Q, T, V, W e Y; Xs2 se selecciona del grupo que
consisteen A,C,F, G, H, , K,L, M, N, Q, R, S, T, V, W e Y; Xes3 se selecciona del grupo que consiste en A, C, D, E,
F,G,H LK, L, M,N,P,Q,R, S, T, V, W e Y; Xs4 se selecciona del grupo que consisteen A, C,D, E, F, G, H, |, K, L,
M, N,P,Q,R,S, T, V,WeY,; Xes se selecciona del grupo que consisteen A, C,D, E,F, G,H, |, K, L, M, N, Q, R, S,
T, V, W e Y; Xes se selecciona del grupo que consiste en A, C,F, H, |, L, M\, N, P, S, T, V, W e Y; Xe7 se selecciona del
grupo que consisteen A, C,E,F, H, |, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W e Y; Xss se selecciona del grupo que consiste en A,
C,D,E,F,G,H, I, K,L, M,N,P,Q,R, S, T, V, W e Y; Xeo se selecciona del grupo que consiste en F, W e Y; y X7 se
selecciona del grupo que consiste en A, C, D, E,F, G, H, , K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W e Y. En una realizacién
preferida descrita en el presente documento, Xes1 se selecciona del grupo que consiste en A, C, I, L, My V; Xe2 se
selecciona del grupo que consisteen C, F, H, I, L, M, Q, R, S, T, V, W e Y; Xes3 se selecciona del grupo que consiste
enA,C,D,E,F,G,H,,L,M,N,P,Q, S, T, V, W e Y; Xs4 se selecciona del grupo que consiste en A, C, D, E, F, G,
HILK,LLMN QRS TV, WeY,; Xs se selecciona del grupo que consisteen A,D,E, F, G, H,,L, M,N, Q, S, T,
V, W e Y; Xes se selecciona del grupo que consiste en C, F, I, L, M, P, T, V, W e Y; Xs7 se selecciona del grupo que
consisteen C,F, H, , K, L, M, N, Q, R, T, V, W e Y; Xss se selecciona del grupo que consisteen A, C, E, F, G, |, K, L,
M, N,P,Q,R,S, T, V,WeY,; Xeo se selecciona del grupo que consiste en W e Y; y X7o se selecciona del grupo que
consisteen A, C,D,E, G, H, K, L, M, N, P, Q, R, S, T y V. En una realizacion mas preferida descrita en el presente
documento, Xs1 se selecciona del grupo que consiste en | y V; Xe2 se selecciona del grupo que consiste en C, F, I, L,
M, T, V, W e Y; Xe3 se selecciona del grupo que consisteen A, C,D,E, F, G, H, I, L, M, N, Q, S, Ty V; Xs4 se selecciona
del grupo que consiste en A, C, D, F, G, I, L, M, N, Q, S, T, V, W e Y; Xs5 se selecciona del grupo que consiste en A,
G, S, Ty W; Xes se selecciona del grupo que consiste en F, |, V, W e Y; Xs7 se selecciona del grupo que consiste en
F,H I,L, M, V, W e Y; Xes se selecciona del grupo que consisteen A,C, F, G, |, K, L, M, T, V y W; Xse se selecciona
del grupo que consiste en W e Y; y X7o se selecciona del grupo que consiste en A, G, K, L, M, P, Qy R.

En algunas realizaciones descritas en el presente documento, la Adnectina antimiostatina comprende bucles BC, DE
y FG, en donde el bucle BC comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la formula Xs1-Xs2-Xs3-Xs4-Xs55-
Xse-Xs57-Xs8-Xs9, €n donde, Xs1 se selecciona del grupo que consiste en A,C, D, F, H, L K, L, N,Q, R, S, T, V,We;
Xs2 se selecciona del grupo que consiste en L, My V; Xs3 se selecciona del grupo que consiste en A, C, D, E, |, K, L,
M,N,P,Q,R, S T,VeY;XsaesA,C,D,E,F,G, H, I, K,L, M, N, Q,R, S, T, V, W e Y; Xs5 se selecciona del grupo
queconsisteen A,C,D,E,F, G, H, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W e Y; Xss se selecciona del grupo que consiste en
GyS;XsresA,C,D,E,F,G,H, LK, L, M,N,Q R, S, T,V,WeY;XsgsesA,C,G,L,M,SyT;y Xsoes A, C,F, H, N,
P, Q, R, S e Y; el bucle DE comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la formula G-R-G-Xeo, en donde
Xeo se selecciona del grupo que consiste en A, C, D, E, F, I, K, L, M, N, Q, S, Ty V; y el bucle FG comprende una
secuencia de aminoacidos de acuerdo con la férmula Xes1-Xe2-Xe3-Xe4-Xe5-Xes-Xe7-Xes-Xea-X70, €n donde Xsi se
selecciona del grupo que consisteen A, C, F, I, L, M, Q, T,V,WeY; Xe2ces A,C,F, G H, I,K,L, M,N,Q,R, S, T, V,
W e Y; Xe3 se selecciona del grupo que consisteen A, C, D, E,F, G, H, L K, L, M,N,P,Q, R, S, T, V,We Y; Xas s€
selecciona del grupo que consisteen A, C, D, E,F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W e Y; Xes se selecciona del
grupo que consisteen A,C,D,E,F, G, H, |, K, L, M, N,Q, R, S, T, V, W e Y; Xess se selecciona del grupo que consiste
enA,C,F,H ILL,LM,N,P, S, T,V,WeY,; Xs7 se selecciona del grupo que consiste en A, C,E, F, H, |, K, L, M, N, Q,
R, S, T, V, W eY,; Xes se selecciona del grupo que consisteen A, C,D,E,F, G, H, |, K, L, M,N,P,Q,R, S, T, V,We
Y; Xso se selecciona del grupo que consiste en F, W e Y; y X7 se selecciona del grupo que consiste en A, C, D, E, F,
GHILKLMNPQRSTVWeY.
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En una realizacion preferida descrita en el presente documento, la Adnectina antimiostatina comprende bucles BC,
DE y FG, en donde el bucle BC comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la formula Xs1-Xs2-Xs3-Xs4-
Xss-Xs6-X57-Xs58-Xs9, €n donde, Xs1 se selecciona del grupo que consiste en C, F, I, S, V, W e Y; Xs2 es L; Xs3 es P; Xs4
se selecciona del grupo que consiste en C, D, E, F, G, H, |, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W e Y; Xs5 se selecciona del
grupo que consisteen A, C, D, E,F, G, H, L K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W e Y; Xs¢ es G; Xs7 se selecciona del grupo
que consisteen A, C, G, H, |, K, L, M, N, Q, R, S, V, W e Y; Xss se selecciona del grupo que consiste en A, G, L, My
S; y Xsg se selecciona del grupo que consiste en C, H, N, Q, S e Y; el bucle DE comprende una secuencia de
aminoacidos de acuerdo con la férmula G-R-G-Xs0, en donde Xeo se selecciona del grupo que consiste en C, E, |, L,
M, Q, Ty V;y el bucle FG comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la férmula Xe1-Xs2-Xs3-Xe4-Xe5-
Xes-Xo7-Xe8-Xe9-X70, €n donde Xe1 se selecciona del grupo que consiste en A, C, I, L, My V; Xe2es C, F, H, I, L, M, Q,
R, S, T, V,W e Y; Xs3 se selecciona del grupo que consisteen A, C,D,E,F, G, H, I, L, M,N,P,Q, S, T, V,WeY,; Xs4
se selecciona del grupo que consisteen A, C, D, E, F, G, H,, K,L, M, N, Q, R, S, T, V, W e Y; Xs5 se selecciona del
grupo que consisteen A, D, E,F, G, H, I, L, M, N, Q, S, T, V, W e Y; Xes se selecciona del grupo que consiste en C,
F,ILL,M, P, T, V, W eY; Xev se selecciona del grupo que consisteen C,F, H, , K, L, M, N, Q, R, T, V, W e Y; Xes se
selecciona del grupo que consiste en A, C,E, F, G, |, K,L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W e Y; Xe9 se selecciona del grupo
que consiste en W e Y; y X70 se selecciona del grupo que consiste en A, C,D,E,F, G, H, |, K, L, M, N, P, Q, R, S, T,
V,WeY.

En una realizacién mas preferida descrita en el presente documento, la Adnectina antimiostatina comprende bucles
BC, DE y FG, en donde el bucle BC comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la férmula Xs1-Xs2-Xs3-
Xsa-Xs5-Xs6-X57-Xs8-Xs9, €n donde, Xs1 se selecciona del grupo que consiste en F, S y W; Xs2 es L; Xs3 es P; Xs4 se
selecciona del grupo que consisteen G, F, G, I, K, L, M, N, R, S, T, V, W e Y; Xs5 se selecciona del grupo que consiste
enA,C,E,F,H LK L MP,QR,S T, VeY,; Xse es G; Xs7 se selecciona del grupo que consiste en A, C, H, K, L,
M, N, R, V, W e Y; Xss se selecciona del grupo que consiste en A, G y L; y Xs9 se selecciona del grupo que consiste
en H, Ny Q; el bucle DE comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la formula G-R-G-Xs0, en donde
Xeo se selecciona del grupo que consiste en C, E, I, L, My V; y el bucle FG comprende una secuencia de aminoacidos
de acuerdo con la formula Xe1-Xe2-Xe3-Xea-Xe5-Xes-X67-Xes-Xee-X70, €n donde Xe1 se selecciona del grupo que consiste
enlyV;Xe2es G, F, I, L, M, T, V, W e Y; Xs3 se selecciona del grupo que consiste en A, C, D, E, F, G, H, I, L, M, N,
Q, S, Ty V; Xs4 se selecciona del grupo que consisteen A, C, D, F, G, I, L, M,N, Q, S, T, V, W e Y; Xes5 se selecciona
del grupo que consiste en A, G, S, T y W; Xee se selecciona del grupo que consiste en F, I, V, W e Y; Xe7 se selecciona
del grupo que consiste en F, H, I, L, M, V, W e Y; Xes se selecciona del grupo que consiste en A, C,F, G, |, K, L, M, T,
V y W; Xe9 se selecciona del grupo que consiste en W e Y; y X7 se selecciona del grupo que consiste en A, G, K, L,
M, P,QyR.

En algunas realizaciones descritas en el presente documento, la Adnectina antimiostatina esté codificada por una
secuencia de acido nucleico como se establece en una cualquiera de las SEQ ID NO: 124-167, 240-251 y 284-305
(secuencias de longitud completa de las Tablas 2, 5 y 6). En algunas realizaciones, la Adnectina antimiostatina esta
codificada por una secuencia de acido nucleico que es al menos un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un
95 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % idéntica a una cualquiera de SEQ ID NO: 124-167, 240-251 y 284-305. En una
realizacion de la invencién, la Adnectina antimiostatina esta codificada por una secuencia de acido nucleico como se
establece en una cualquiera de las SEQ ID NO: 296, 301 y 305. La fibronectina se une de forma natural a ciertos tipos
de integrinas a través de su motivo de unién a integrinas, "arginina-glicina-acido aspartico" (RGD). El polipéptido de la
invencién comprende un dominio 'Fn3 que carece del motivo de unién a integrina (RGD). El dominio de unién a
integrina puede eliminarse alterando la secuencia RGD mediante sustitucion, eliminacién o insercion de aminoacidos.

En algunas realizaciones descritas en el presente documento, las secuencias de aminoacidos de los bucles BC, DE
y/o FG idénticas a la parte subrayada de una cualquiera de SEQ ID NO: 7-38, 39-45 y 46-79, respectivamente, como
se muestra en la Tabla 1, se injertan en andamios de proteina distintas de dominio '°Fn3. Por ejemplo, una o0 mas
secuencias de aminoacidos de bucle se intercambian o se insertan en uno o més bucles de CDR de una cadena
pesada o ligera de anticuerpo o fragmento de la misma. En otras realizaciones descritas en el presente documento, el
dominio proteico en el que se intercambian o insertan una o méas secuencias de bucle de aminoéacidos incluye, pero
no se limita a, dominios Fn3 de consenso (Centocor, EE.UU.), proteinas repetidas anquirina (Molecular Partners AG,
Zurich Suiza), anticuerpos de dominio (Domantis, Ltd, Cambridge, MA), nanocuerpos de camélidos de dominio Unico
(Ablynx, Bélgica), Lipocalinas (por ejemplo, anticalinas; Pieris Proteolab AG, Freising, Alemania), Avimeros (Amgen,
California), aficuerpos (Affibody AG, Suecia), ubiquitina (por ejemplo, afilinas; Scil Proteins GmbH, Halle, Alemania),
miméticos de epitopos de proteinas (Polyphor Ltd, Allschwil, Suiza), andamios de haces helicoidales (por ejemplo,
alfacuerpos, Complix, Bélgica), Dominios Fyn SH3 (Covagen AG, Suiza) o atrimeros (Anaphor, Inc., CA).

Las SEQ ID NO de los bucles BC, DE y FG de las Adnectinas antimiostatina ilustrativas descritas en el presente
documento y las Adnectinas antimiostatina de la invencion (véase 3116_A06) se presentan en la Tabla 1.
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Tabla 1
Bucles BC, DE y FG de las Adnectinas antimiostatina

Secuencias de bucle
Clon Bucle BC E(E)Q ID Bucle DE E(E)Q ID Bucle FG E(E)Q ID
1979 _B06 SWSLPHAGHVN 7 PGRGVT 39 TLTKSQMIHYMP 46
2062_G02 SWVSPRGRAR 8 PGRGST 40 TIYRDGMSHHDP 47
2522 C09 SWEVPRGLAR 9 LGRGST 11 TVYRDGPLLLAP 48
2523 G06 SWWAPLGLAR 10 PGRGST 40 TIFRTGMVQYDP 49
2524 C11 SWTLPHAGLAH 11 PGRGVT 39 TLTNSEIILYKP 50
2524 D09 SWYLPYPAHMN 12 PGRGLT 42 TLTKSQILHHRP 51
2524 E10 SWSLPFAGHLN 13 PGRGVT 39 TLTRSKIIHYMP 52
2524 H05 SWSLPYSGLAN 14 PGRGVT 39 TLTHSNIIRYVP 53
2524 H11 SWSLPHAGHAH 15 PGRGVT 39 TVSSTKVIVYLP 54
2525 BO01 SWTLPNFGLIN 16 PGRGVT 39 TITKSTIIYKP 55
2525 D02 SWTLPHAGRAH 17 PGRGVT 39 TVTTTSVILYKP 56
2525 D05 SWSLPYAGHLN 18 PGRGVT 39 TLTKSQLIHYMP 57
2525 F07 SWSLPYAAHMN 19 PGRGVT 39 TLTRSQVIHYMP 58
2987 A06 SWSLPHAGHAH 15 PGRGVT 39 TLTKSKIIHYMP 59
2987 B04 SWSLPYPGHLN 20 PGRGVT 39 TLTKSKIIHYMP 59
2987 B09 SWTLPHAGRAH 17 PGRGVT 39 TLTRSKIIHYMP 52
2987 C02 SWSLPYAGHAH 21 PGRGVT 39 TLTKSKIIHYMP 59
2987 D05 SWSLPHAGHAH 15 PGRGVT 39 TLTRSKIIHYMP 52
2987 EO03 SWSLPYPGHLN 20 PGRGVT 39 TLTRSKIIHYMP 52
2987 E08 SWTLPHAGRAH 17 PGRGVT 39 TVSSTKVIHYKP 60
2987 _F01 SWSLPYAGHAH 21 PGRGVT 39 TLTRSKIIHYMP 52
2987 _F06 SWSLPHAGHAH 15 PGRGVT 39 TLTKSKVIHYMP 61
2987 _G04 SWSLPYPGHLN 20 PGRGVT 39 TLTKSKVIHYMP 61
2987 _G09 SWTLPHAGRAH 17 PGRGVT 39 TVSSTKVIVYLP 54
2987 HO02 SWSLPYAGHAH 21 PGRGVT 39 TLTKSKVIHYMP 61
2987 H07 SWTLPHAGRAH 17 PGRGVT 39 TVTTTKVIHYKP 62
3006_A10 SWDAPGGLAR 22 TGRGST 43 TIDRDGVNHFAP 63
3007_B08 SWSLPTPGLAH 23 PGRGVT 39 TVTHHGVIGYKP 64
3007_C09 SWSLPHRGVAN 24 PGRGVT 39 TLTGANVIIYKP 65
3007_C10 SWSLPSSGVAH 25 PGRGVT 39 TVINTGVIIYKP 66
3008_A03 SWSLPHHGFGH 26 PGRGVT 39 TVTATGIIIYKP 67
3008_B08 SWSLPHAGDAH 27 PGRGVT 39 TVTRAGFYRYKP 68
3008_D04 SWSLPHNGVAH 28 PGRGVT 39 TVTREEVISYKP 69
3008_F01 SWSLPRQGLAN 29 PGRGVT 39 TVTAAGVIIYKP 70
3008_GO01 SWSLPGPGHFH 30 PGRGVT 39 TVTANQPIIYKP 71
3008_G03 SWSLPHPGLGH 31 PGRGVT 39 TITPETIVYKP 72
3115_D04 SWDAPRGLAR 32 FGRGTT 44 TIDRDGTRSFDP 73
3115_E06 SWDAPAGLAR 33 VGRGNT 45 TIEFRDGPVTWDP 74
3116_A06 SWSLPHQGKAN 34 PGRGVT 39 TVTIDTGYLKYKP 75
3116_A07 SWDAPKGLAR 35 VGRGNT 45 TIEFRDGPVTWDP 74
3116_C01 SWSLPNPGIAH 36 PGRGVT 39 TLTGSDTIFYKP 76
3116_C06 SWSLPRPGNAH 37 PGRGVT 39 TVTGKDVIKYKP 77
3116_H06 SWDAPAGLAR 33 VGRGNT 45 TIFRDGVVNYGP 78
3146_A08 SWSLPNPGNAH 38 PGRGVT 39 TVTIDTGFITYKP 79

Las SEQ ID NO de monoAdnectinas antimiostatina ilustrativas descritas en el presente documento y monoAdnectinas
antimiostatina ilustrativas de la invencién (véase 3116_A06) se presentan en la Tabla 2.
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Adnectinas en competicion cruzada y/o Adnectinas que se unen al mismo sitio de union de Adnectina

Ademas, en el presente documento se describen Adnectinas que compiten (por ejemplo, compiten de forma cruzada)
por la unién a miostatina con las Adnectinas antimiostatina particulares descritas en el presente documento. Dichas
Adnectinas competitivas pueden identificarse basandose en su capacidad para inhibir competitivamente la unién a
miostatina de las Adnectinas descritas en el presente documento en ensayos de unién a miostatina convencionales.
Por ejemplo, pueden usarse ensayos ELISA convencionales en los cuales una proteina miostatina recombinante se
inmoviliza sobre la placa, una de las Adnectinas se marca fluorescentemente y se evalla la capacidad de las
Adnectinas no marcadas para competir por la unién de la Adnectina marcada.

Puede realizarse un formato ELISA competitivo para determinar si dos Adnectinas antimiostatina se unen a sitios de
unidn de Adnectina superpuestos en la miostatina. En un formato, la Adnectina n.? 1 se recubre sobre una placa, que
después se bloquea y se lava. A esta placa se le afiade miostatina sola 0 miostatina preincubada con una
concentracion saturada de Adnectina n.2 2. Después de un periodo de incubacién adecuado, la placa se lava y se
sonda con un anticuerpo policlonal antimiostatina, al como un anticuerpo policlonal biotinilado de cabra antimiostatina
(R&D Systems), seguido de la deteccién con conjugado de estreptavidina-HRP y procedimientos convencionales de
desarrollo de tetrametilbencidina. Si la sefial de DO es la misma con o sin preincubacién con Adnectina n.? 2, entonces
las dos Adnectinas se unen independientemente una de otra y sus sitios de union de Adnectina no se superponen. Si,
sin embargo, la sefial de DO para los pocillos que recibieron mezclas de miostatina/Adnectina n.2 2 es menor que para
aquellos que recibieron miostatina sola, entonces se confirma que la union de Adnectina n.2 2 bloquea la unién de
Adnectina n.? 1 a miostatina.

Como alternativa, se lleva a cabo un experimento similar mediante resonancia de plasmén superficial (SPR, por
ejemplo, BlAcore). La Adnectina n.2 1 se inmoviliza en la superficie de un chip SPR, seguido de inyecciones de
miostatina sola o miostatina preincubada con una concentracion de saturacién de Adnectina n.? 2. Sila sefial de union
para las mezclas de miostatina/Adnectina n.2 2 es igual o mayor que la de la miostatina sola, entonces las dos
Adnectinas se unen independientemente una de otra y sus sitios de unién de Adnectina no se superponen. Si, sin
embargo, la sefial de union para las mezclas de miostatina/Adnectina n.% 2 es menor que la sefial de unién para la
miostatina sola, entonces se confirma que la unién de Adnectina n.2 2 bloquea la union de Adnectina n.? 1 a miostatina.
Una caracteristica de estos experimentos es el uso de concentraciones saturadas de Adnectina n.2 2. Si la miostatina
no esta saturada con Adnectina n.2 2, entonces las conclusiones anteriores no se sostienen. Pueden usarse
experimentos similares para determinar si dos proteinas de unién a miostatina se unen a sitios de unién de Adnectina
superpuestos.

Ambos ensayos ejemplificados anteriormente también pueden realizarse en orden inverso donde se inmoviliza
Adnectina n.? 2 y se afiade miostatina-Adnectina n.? 1 a la placa. Como alternativa, la Adnectina n® 1 y/o n® 2 puede
sustituirse por un anticuerpo monoclonal y/o una proteina de fusién receptor-Fc soluble.

La competicién también puede determinarse mediante un ensayo sandwich HTRF, como se describe en el Ejemplo 4.

La Adnectina competidora puede ser una Adnectina que se une al mismo sitio de unién de Adnectina en la miostatina
que una Adnectina antimiostatina particular descrita en el presente documento. Las técnicas de mapeado
convencionales, tales como mapeado de proteasas, analisis mutacional, cristalografia de rayos X y resonancia
magnética nuclear bidimensional, pueden usarse para determinar si una Adnectina se une al mismo sitio de unién de
Adnectina que una Adnectina de referencia (véase, por ejemplo, Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular
Biology, Vol. 66, G. E. Morris, Ed. (1996)).

Las Adnectinas antimiostatina candidatas que compiten pueden inhibir la unién de las Adnectinas antimiostatina de la
invencion a la miostatina en al menos un 50 %, al menos un 55 %, al menos un 60 %, al menos un 65 %, al menos un
70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un
97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 %. El % de competicién puede determinarse usando los métodos descritos
anteriormente.

Las moléculas que compiten con las Adnectinas antimiostatina de la invencion no necesitan ser una Adnectina, sino
que pueden ser cualquier tipo de molécula que se una a la miostatina, tales como, pero no limitado a, un anticuerpo,
una molécula pequefia, un péptido y similares.

Las Adnectinas de la invencion se unen a un sitio de unién discontinuo de Adnectina en la miostatina. Los polipéptidos
de la invencién se unen dentro de dos regiones, aminoacidos 85-101 y 55-66, de la miostatina (SEQ ID NO: 3).

Los polipéptidos de la invenciéon no compiten por la unién a la miostatina con ActRIIB. Los polipéptidos de la invencién
compiten por la unién a miostatina con ALK4 y/o ALKS.

ll. Secuencias de extension

En determinadas realizaciones, las moléculas de Adnectina antimiostatina pueden modificarse para comprender una
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secuencia de extensién N-terminal y/o una extensién C-terminal. Por ejemplo, puede colocarse una secuencia MG en
el extremo N del °Fn3 definida por SEQ ID NO: 4. La M normalmente se escindira, dejando una G en el extremo N.
Las moléculas de Adnectina antimiostatina de acuerdo con la invencién comprenden una G en el extremo N (SEQ ID
NO: 281). Como alternativa, los primeros 10 aminoacidos de las Adnectinas antimiostatina mostradas en la Tabla 2
pueden reemplazarse por una secuencia N-terminal alternativa, denominadas en el presente documento extensiones
N-terminales, como se muestra en la Tabla 7. Ademas, una M, G o MG también pueden colocarse en el N-terminal de
cualquiera de las extensiones del N-terminal que se muestran en la Tabla 7. Las Adnectinas antimiostatina descritas
en el presente documento también pueden comprender secuencias de cola C-terminal alternativas, denominadas en
el presente documento secuencias de extension C-terminal. Por ejemplo, las secuencias de Adnectina antimiostatina
mostradas en la Tabla 2 pueden truncarse en la treonina correspondiente a T94 de SEQ ID NO: 4 (es decir, truncarse
después de la porcién INYRT (SEQ ID NO: 168) de la secuencia). Dicha versién truncada puede usarse como
moléculas terapéuticas en la forma truncada o pueden afiadirse extensiones C-terminales alternativas después del
resto de treonina. En la Tabla 7 se muestran secuencias de extensién C-terminal ilustrativas. Las Adnectinas
antimiostatina ilustrativas que comprenden secuencias de extension C-terminal se muestran en la Tabla 2 como SEQ
ID NO: 80-123. Por ejemplo, SEQ ID NO: 80 (clon 1979_B06) comprende la extensién C-terminal natural EIDKPSQ
(SEQ ID NO: 211) seguida de una etiqueta His6 (SEQ ID NO: 328). Sin embargo, debe entenderse que la etiqueta
His6 es completamente opcional.

En determinadas realizaciones, las secuencias de extensién C-terminal (también llamadas "colas"), comprenden
restos E y D, y pueden tener una longitud de entre 8 y 50, 10 y 30, 10 y 20, 5y 10 y 2 y 4 aminoacidos. En algunas
realizaciones, las secuencias de cola incluyen enlazadores basados en ED en los cuales la secuencia comprende
repeticiones en tandem de ED. En realizaciones ilustrativas, la secuencia de la cola comprende 2-10, 2-7, 2-5, 3-10,
3-7, 3-5, 3, 4 0 5 repeticiones de ED. En determinadas realizaciones, las secuencias de la cola basadas en ED también
pueden incluir restos de aminoacidos adicionales, tales como, por ejemplo: El, EID, ES, EC, EGS y EGC. Tales
secuencias se basan, en parte, en secuencias conocidas de la cola de Adnectina, tales como EIDKPSQ (SEQ ID NO:
211), en que se han eliminado los restos D y K. En realizaciones ilustrativas, la cola basada en ED comprende un
resto E, | o El antes de que se repita DE. Las moléculas de Adnectina antimiostatina de acuerdo con la invencién
comprenden restos El en el extremo C (SEQ ID NO: 281).

En otras realizaciones, las secuencias N- o C-terminales pueden combinarse con secuencias enlazadoras conocidas
(por ejemplo, SEQ ID NO: 181-227 en la Tabla 4) seglin sea necesario al disefiar una molécula de fusién de Adnectina
antimiostatina. En algunas realizaciones, las secuencias pueden colocarse en el extremo C del dominio °Fn3 para
facilitar la unién de un resto farmacocinético. Por ejemplo, puede afiadirse un enlazador que contiene cisteina tal como
GSGC (SEQ ID NO: 189) al extremo C para facilitar la PEGilacién dirigida al sitio sobre el resto de cisteina. Las
Adnectinas antimiostatina ilustrativas que comprenden un enlazador que contiene cisteina se muestran en la Tabla 5
como SEQ ID NO: 228-239.

lll. Restos farmacocinéticos

En un aspecto, la solicitud proporciona Adnectinas antimiostatina que comprenden ademas un resto farmacocinético
(PK). La farmacocinética mejorada puede evaluarse de acuerdo con la necesidad terapéutica percibida. A menudo es
deseable aumentar la biodisponibilidad y/o aumentar el tiempo entre dosis, posiblemente aumentando el tiempo que
una proteina permanece disponible en el suero después de la dosificacion. En algunos casos, es deseable mejorar la
continuidad de la concentracion sérica de la proteina a lo largo del tiempo (por ejemplo, disminuir la diferencia en la
concentracion sérica de la proteina poco después de la administracién y poco antes de la siguiente administracion).
La Adnectina antimiostatina puede estar unida a un resto que reduce la tasa de eliminacién del polipéptido en un
mamifero (por ejemplo, ratén, rata o humano) en méas del doble, mas de tres veces, mas de cuatro veces 0 mas de
cinco veces con respecto a la Adnectina antimiostatina no modificada. Otras medidas de farmacocinética mejorada
pueden incluir la semivida en suero, que a menudo se divide en una fase alfa y una fase beta. Cualquiera o0 ambas
fases pueden mejorarse significativamente mediante la adicidon de un resto apropiado. Por ejemplo, la fraccion PK
puede aumentar la semivida en suero del polipéptido en mas del 5, el 10, el 20, el 30, el 40, el 50, el 60, el 70, el 80,
€l 90, el 100, el 120, el 150, el 200, el 400, el 600, el 800, el 1000 % o mas con respecto al dominio Fn3 solo.

Los restos que retardan la eliminacién de una proteina de la sangre, denominados en el presente documento "restos
PK", incluyen restos de polioxialquileno (por ejemplo, polietilenglicol), azlicares (por ejemplo, acido sialico) y restos
proteicos bien tolerados (por ejemplo, Fc y fragmentos y variantes del mismo, transferrina o seroalbimina). La
Adnectina antimiostatina también puede fusionarse con alblimina o un fragmento (porcién) o variante de albimina
como se describe en la Publicacion de EE.UU. N.2 2007/0048282, o puede fusionarse con una o mas Adnectina que
se une a seroalblimina, como se describe en el presente documento.

Otros restos PK que pueden usarse en la invencién incluyen aquellos descritos en Kontermann et al., (Current Opinion
in Biotechnology 2011;22:868-76). Tales restos PK incluyen, pero no se limitan a, fusiones de seroalbimina humana,
conjugados de seroalbUmina humana, quelantes de seroalbimina humana (por ejemplo, Adnectina PKE, AlbudAb,
ABD), fusiones XTEN, fusiones PAS (es decir, miméticos de PEG recombinantes basados en los tres aminoacidos
prolina, alanina y serina), conjugados de carbohidratos (por ejemplo, hidroxietilalmidéon (HES)), glucosilacion,
conjugados de &cido polisialico y conjugados de acidos grasos.
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En consecuencia, en algunas realizaciones, la invencién proporciona una Adnectina antimiostatina fusionada a un
resto PK que es un azucar polimérico. En algunas realizaciones, el resto PK es un resto de polietilenglicol o una region
Fc. En algunas realizaciones el resto PK es una proteina de union a seroalblimina tales como aquellas descritas en
las publicaciones de EE.UU. N.2 2007/0178082 y 2007/0269422. En algunas realizaciones, el resto PK es
seroalbimina humana. En algunas realizaciones, la fraccion PK es transferrina.

Polietilenglicol

En algunas realizaciones, la Adnectina antimiostatina comprende polietilenglicol (PEG). PEG es un polimero
hidrosoluble bien conocido que esta disponible en el mercado o puede prepararse por polimerizacién de apertura de
anillo de etilenglicol de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica (Sandler y Karo, Polymer Synthesis,
Academic Press, Nueva York, Vol. 3, paginas 138-161). El término "PEG" se usa ampliamente para incluir cualquier
molécula de polietilenglicol, independientemente del tamafo o la modificacion en un extremo del PEG y puede
representarse por la férmula: X-O(CH2CH20)r-1CH2CH20H, donde n es de 20 a 2300 y X es H o una modificacién
terminal, por ejemplo, un alquilo Ci-4. El PEG puede contener grupos quimicos adicionales que son necesarios para
las reacciones de unién, que resultan de la sintesis quimica de la molécula; o que actiian como espaciador para una
distancia 6ptima de partes de la molécula. Ademas, dicho PEG puede consistir en una o mas cadenas laterales de
PEG que estan enlazadas entre si. Los PEG con mas de una cadena de PEG se denominan PEG multibrazo o
ramificados. Los PEG ramificados se describen en, por ejemplo, la Solicitud publicada europea N.2 473084A y la Pat.
de EE.UU. N.? 5.932.462.

Una o mas moléculas de PEG pueden estar unidas en diferentes posiciones de la proteina y dicha unién puede
lograrse mediante reaccién con aminas, tioles u otros grupos reactivos adecuados. El resto amina puede ser, por
ejemplo, una amina primaria encontrada en el extremo N de un polipéptido 0 un grupo amina presente en un
aminoacido, tales como lisina o arginina. En algunas realizaciones, €l resto PEG esta unido en una posicion del
polipéptido seleccionado del grupo que consiste en: a) el extremo N; b) entre el extremo Ny la cadena beta o cadena
similar a beta mas N-terminal; ¢) un bucle colocado en una cara del polipéptido opuesta al sitio de unién a la diana; d)
entre el extremo C y la cadena beta o cadena similar a beta mas C-terminal; y e) en el extremo C.

La PEGilacién puede lograrse mediante PEGilacion dirigida al sitio, en donde se introduce un grupo reactivo adecuado
en la proteina para crear un sitio donde se produce preferentemente la PEGilacion. En algunas realizaciones, la
proteina se modifica para introducir un resto de cisteina en una posicién deseada, permitiendo la PEGilacion dirigida
al sitio en la cisteina. Pueden introducirse mutaciones en una secuencia codificante de proteinas para generar restos
de cisteina. Esto podria lograrse, por ejemplo, mutando uno o mas restos de aminoécidos a cisteina. Los aminoacidos
preferidos para mutar a un resto de cisteina incluyen serina, treonina, alanina y otros restos hidréfilos.
Preferentemente, el resto que se va a mutar a cisteina es un resto expuesto en la superficie. Los algoritmos son bien
conocidos en la técnica para predecir la accesibilidad a la superficie de restos basandose en una secuencia primaria
o una proteina. Como alternativa, los restos de superficie pueden predecirse comparando las secuencias de
aminoacidos de los polipéptidos de union, dado que la estructura cristalina del marco, basandose en qué polipéptidos
de unién se disefian y evolucionan, se ha resuelto (véase Himanen et al., Nature 2001;414:933-8) y, por lo tanto, los
restos expuestos en la superficie se han identificado. La PEGilacién de restos de cisteina puede llevarse a cabo
usando, por ejemplo, PEG-maleimida, PEG-vinilsulfona, PEG-yodoacetamida o disulfuro de PEG-ortopiridilo.

El PEG normalmente se activa con un grupo activador apropiado para acoplarse a un sitio deseado en el polipéptido.
Los métodos de PEGilacion son bien conocidos en la técnica y se describen con mas detalle en Zalipsky, S., et al.,
"Use of Functionalized Poly(Ethylene Glycols) for Modification of Polypeptides" en Polyethylene Glycol Chemistry:
Biotechnical and Biomedical Applications, J. M. Harris, Plenus Press, Nueva York (1992) y en Zalipsky (1995)
Advanced Drug Reviews 16: 157-182.

El PEG puede variar ampliamente en peso molecular y puede ser ramificado o lineal. Normalmente, el peso molecular
promedio en peso de PEG es de aproximadamente 100 Dalton a aproximadamente 150.000 Dalton. Los pesos
moleculares promedio en peso ilustrativos para PEG incluyen aproximadamente 20.000 Dalton, aproximadamente
40.000 Dalton, aproximadamente 60.000 Dalton y aproximadamente 80.000 Dalton. En determinadas realizaciones,
el peso molecular del PEG es 40.000 Dalton. También pueden usarse versiones ramificadas de PEG que tienen un
peso molecular total de cualquiera de los anteriores. En algunas realizaciones, el PEG tiene dos ramas. En otras
realizaciones, el PEG tiene cuatro ramas. En otra realizacion, el PEG es un bis-PEG (NOF Corporation, DE-200MA),
en el cual se conjugan dos Adnectinas (véase, por ejemplo, Ejemplo 1 y ATI-1341 de la Tabla 5).

Pueden usarse técnicas de separacion y purificacién convencionales conocidas en la técnica para purificar Adnectinas
antimiostatina PEGiladas, tales como exclusiéon por tamafio (por ejemplo, filtracidon en gel) y cromatografia de
intercambio i6nico. Los productos también pueden separarse mediante SDS-PAGE. Los productos que pueden
separarse incluyen Adnectinas mono-, di-, tri-, poli- y no PEGiladas, asi como PEG libre. El porcentaje de conjugados
mono-PEG puede controlarse agrupando fracciones mas amplias alrededor del pico de eluciéon para aumentar el
porcentaje de mono-PEG en la composicion. Aproximadamente el 90 % de los conjugados mono-PEG representan un
buen equilibrio entre rendimiento y actividad.
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En algunas realizaciones, las Adnectinas antimiostatina pegiladas retendran preferentemente al menos
aproximadamente un 25 %, un 50 %, un 60 %, un 70 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 95 % o un 100 % de la
actividad bioloégica asociada a la Adnectina antimiostatina no modificada. En algunas realizaciones, la actividad
bioldégica se refiere a su capacidad para unirse a la miostatina, segun lo evaluado por Kp, kon 0 ket. En algunas
realizaciones, la Adnectina antimiostatina PEGilada muestra un aumento en la unién a la miostatina en relacioén con la
Adnectina antimiostatina no PEGilada.

En la Tabla 5 se muestran ejemplos de Adnectinas antimiostatina modificadas con PEG.
Dominio Fc de inmunoglobulina (y fragmentos)

En algunas realizaciones, la Adnectina antimiostatina esta fusionada a un dominio Fc de inmunoglobulina, o un
fragmento o variante del mismo. Como se usa en el presente documento, una "regién Fc funcional" es un dominio Fc
o fragmento del mismo que conserva la capacidad de unirse a FcRn. En algunas realizaciones, una regién Fc funcional
se une a FcRn, pero no posee funcién efectora. La capacidad de la regién Fc o fragmento de la misma para unirse a
FcRn puede determinarse mediante ensayos de unién convencionales conocidos en la técnica. En otras realizaciones,
la region Fc o fragmento de la misma se une a FcRn y posee al menos una "funcion efectora" de una regién Fc nativa.
Las "funciones efectoras" ilustrativas incluyen unién a C1q; citotoxicidad dependiente del complemento (CDC); union
al receptor de Fc; citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC); fagocitosis; regulacion por
defecto de los receptores de la superficie celular (por ejemplo, receptor de linfocitos B; BCR), etc. Tales funciones
efectoras generalmente requieren que la region Fc se combine con un dominio de unién (por ejemplo, una Adnectina
antimiostatina) y pueden evaluarse usando diversos ensayos conocidos en la técnica para evaluar dichas funciones
efectoras de anticuerpos.

Una "regién Fc de secuencia nativa" comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica a la secuencia de
aminoacidos de una regién Fc encontrada en la naturaleza. Una "regién Fc variante" comprende una secuencia de
aminoacidos que difiere de aquella de una region Fc de secuencia nativa en virtud de al menos una modificacion de
aminoacidos. Preferentemente, la regién Fc variante tiene al menos una sustitucion de aminoécido en comparacion
con una region Fc de secuencia nativa o con la regién Fc de un polipéptido original, por ejemplo, de aproximadamente
una a aproximadamente diez sustituciones de aminoacidos, y preferentemente de aproximadamente una a
aproximadamente cinco sustituciones de aminoacidos en una regién Fc de secuencia nativa o en la regién Fc del
polipéptido original. La region Fc variante en el presente documento preferentemente poseerd al menos
aproximadamente un 80 % de identidad de secuencia con una region Fc de secuencia nativa y/o con una regién Fc
de un polipéptido original, y mas preferentemente al menos aproximadamente un 90 % de identidad de secuencia con
la misma, mas preferentemente al menos aproximadamente un 95 % de identidad de secuencia con la mismo.

En una realizacién ilustrativa, el dominio Fc deriva de una subclase IgG1, sin embargo, otras subclases (por ejemplo,
gG2, 1gG3 e IgG4) también pueden usarse. A continuacion se muestra la secuencia de un dominio Fc de
inmunoglobulina IgG1 humana:

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTYDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPG
K (SEQ ID NO: 169)

La secuencia de bisagra central esta subrayada y las regiones CH2 y CH3 estan en texto normal. Debe entenderse
que la lisina C-terminal es opcional.

La fusién puede formarse uniendo una Adnectina antimiostatina a cualquiera de los extremos de la molécula de Fc,
es decir, disposiciones Adnectina Fc-anti-miostatina o Adnectina anti-miostatina-Fc. En determinadas realizaciones,
el Fc y la Adnectina antimiostatina se fusionan mediante un enlazador. Las secuencias enlazadoras ilustrativas
incluyen GAGGGGSG (SEQ ID NO: 181), EPKSSD (SEQ ID NO: 182), D, ESPKAQASSVPTAQPQAEGLA (SEQ ID
NO: 183), ELQLEESAAEAQDGELD (SEQ ID NO: 184), GQPDEPGGS (SEQ ID NO: 185), GGSGSGSGSGSGS (SEQ
ID NO: 186), ELOQLEESAAEAQEGELE (SEQ ID NO: 187), GSGSG (SEQ ID NO: 188), GSGC (SEQ ID NO: 189),
AGGGGSG (SEQ ID NO: 190), GSGS (SEQ ID NO: 191), QPDEPGGS (SEQ ID NO: 192), GSGSGS (SEQ ID NO:
193), TVAAPS (SEQ ID NO: 194), KAGGGGSG (SEQ ID NO: 195), KGSGSGSGSGSGS (SEQ ID NO: 196),
KQPDEPGGS (SEQ ID NO: 197), KELQLEESAAEAQDGELD (SEQ ID NO: 198), KTVAAPS (SEQ ID NO: 199),
KAGGGGSGG (SEQ ID NO: 200), KGSGSGSGSGSGSG (SEQ ID NO: 201), KQPDEPGGSG (SEQ ID NO: 202),
KELQLEESAAEAQDGELDG (SEQ ID NO: 203), KTVAAPSG (SEQ ID NO: 204) AGGGGSGG (SEQ ID NO: 205),
AGGGGSG (SEQ ID NO: 206), GSGSGSGSGSGSG (SEQ ID NO: 207), QPDEPGGSG (SEQ ID NO: 208) y TVAAPSG
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(SEQ ID NO: 209).

En algunas realizaciones, la region Fc usada en la fusién de Adnectina antimiostatina comprende la regién bisagra de
una molécula de Fc. Como se usa en el presente documento, la region "bisagra" comprende los restos de bisagra
central que abarcan las posiciones 1-16 de SEQ ID NO: 169 (DKTHTCPPCPAPELLG; SEQ ID NO: 170) de la regién
Fc de IgG1. En determinadas realizaciones, la fusién antimiostatina Adnectina-Fc adopta una estructura multimérica
(por ejemplo, dimero) debido, en parte, a los restos de cisteina en las posiciones 6 y 9 de SEQ ID NO: 169 dentro de
la region bisagra. En otras realizaciones, la regién de bisagra como se usa en el presente documento, puede incluir
ademas restos derivados de las regiones CH1 y CH2 que flanquean la secuencia bisagra central, como se muestra
en SEQ ID NO: 169. En aun otras realizaciones, la secuencia bisagra es GSTHTCPPCPAPELLG (es decir, secuencia
bisagra para PRD-932; SEQ ID NO: 180).

En algunas realizaciones, la secuencia bisagra, puede incluir sustituciones que confieren propiedades
farmacocinéticas, biofisicas y/o bioldégicas deseables. Algunas secuencias de bisagra ilustrativas incluyen
EPKSSDKHTCPPCPAPELLGGPS (SEQ ID NO: 171; regiéon bisagra  central subrayada),
EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGSS (SEQ ID NO 172; region bisagra  central  subrayada),
EPKSSGSTHTCPPCPAPELLGGSS (SEQ ID  NO: 173; regibn  bisagra  central  subrayada),
DKTHTCPPCPAPELLGGPS (SEQ ID NO: 174; regién bisagra central subrayada) y DKHTCPPCPAPELLGGSS (SEQ
ID NO: 175; regién bisagra central subrayada). En una realizacién, el resto P en la posicién 18 de SEQ ID NO: 169 se
ha reemplazado por S para eliminar la funcién efectora de Fc; este reemplazo se ejemplifica en bisagras que tienen
una cualquiera de las SEQ ID NO: 172, 173 y 175. En otra realizacién, los restos DK en las posiciones 1-2 de SEQ ID
NO: 169 se han reemplazado por GS para eliminar un posible sitio de clip; este reemplazo se ejemplifica en SEQ ID
NO: 173. En otra realizacion, la C en la posicion 103 de SEQ ID NO: 176, que corresponde a la region constante de
la cadena pesada de la IgG1 humana (es decir, dominios CH1-CH3), se ha reemplazado por S para evitar la formacién
inadecuada de enlaces de cisteina en ausencia de una cadena ligera; este reemplazo se ejemplifica en SEQ ID NO:
171-173.

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFENWYVDGVEVHNAKT
KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS
FFLYSKLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 176)

En determinadas realizaciones, una fusion Adnectina antimiostatina-Fc puede tener las siguientes configuraciones: 1)
Adnectina antimiostatina-bisagra-Fc o 2} bisagra-Fc-Adnectina antimiostatina. Por tanto, cualquier Adnectina
antimiostatina de la presente invencidn puede fusionarse a una regién Fc que comprende una secuencia bisagra segin
estas configuraciones. En algunas realizaciones, puede usarse un enlazador para unir la Adnectina antimiostatina al
resto bisagra-Fc, por ejemplo, una proteina de fusién ilustrativa puede tener la configuracién Adnectina anti-miostatina-
enlazador-bisagra-Fc o bisagra-Fc-enlazador-Adnectina anti-miostatina. Adicionalmente, dependiendo del sistema en
el que se produce el polipéptido de fusion, puede colocarse una secuencia lider en el extremo N del polipéptido de
fusién. Por ejemplo, si la fusién se produce en un sistema mamifero, puede afiadirse una secuencia lider tal como
METDTLLLWVLLLWVPGSTG (SEQ ID NO: 177) al extremo N de la molécula de fusién. Si la fusién se produce en E.
coli, la secuencia de fusién ira precedida por una metionina.

La siguiente secuencia ejemplifica una construccién Adnectina antimiostatina-bisagra-Fc (ejemplo de referencia):

GVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWTLPHAGRAHYYRITYGETGGNSPVOQEFTVPGRGVTATI
SGLKPGVDYTITVYAVTVITTKVIHYKPISINYRTEIEPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVF
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
RDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT

VDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK (PRD-1171; SEQ ID NO: 253).

La secuencia lider esta en negrita, la secuencia de Adnectina antimiostatina esta en cursiva y la regién bisagra esta
subrayada. Debe entenderse que la lisina C-terminal es opcional.

Aqui, el dominio Fc comprende las regiones CH2 y CH3 de IgG1 humana de la siguiente manera:
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VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDW

LNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEN
NYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 178) y la
secuencia bisagra DKTHTCPPCPAPELLG (SEQ ID NO: 170).

La siguiente secuencia ejemplifica una construccién de Fc-Adnectina antimiostatina de acuerdo con la invencion:
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY

VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP APIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT
VDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPELQLEESAAEAQEGELEGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLP
HQGKANYYRITYGETGGNSPVQEFTVPGRGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTVTDTGYLKYKPISINYRTEI (PRD-
1474; SEQ ID NO: 273). La region bisagra esta subrayada, la secuencia lider estd en negrita y la secuencia de
Adnectina antimiostatina esta en cursiva.

Aqui, el dominio Fc comprende las regiones CH2 y CH3 de IgG1 humana de la siguiente manera:

VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDW
LNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEN
NYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP (SEQ ID NO: 179) y la
secuencia bisagra DKTHTCPPCPAPELLG (SEQ ID NO: 170).

En la Tabla 6 se muestran ejemplos de fusiones de Adnectina antimiostatina-Fc y fusiones de Fc-Adnectina
antimiostatina (SEQ ID NO: 252-273). Las fusiones ilustrativas de Adnectina antimiostatina-Fc y fusiones Fc-Adnectina
antimiostatina de la invencién se exponen en SEQ ID NO: 264, 269 y 273. Todas las secuencias pueden comenzar
con una metionina o una secuencia lider de mamifero (por ejemplo, SEQ ID NO: 177).

Adnectinas

En algunas realizaciones el resto PK es otra Adnectina especifica, por ejemplo, a una proteina sérica (por ejemplo,
seroalblmina humana), como se describe en el documento US 2012/0094909. Otros restos PK que pueden usarse
con las Adnectinas de la invencién se describen en Kontermann et al. (Current Opinion in Biotechnology 2011;22:868-
76) como se analiz6 anteriormente. A modo de ejemplo, dichos restos PK basados en Adnectina pueden unirse directa
o indirectamente a una Adnectina antimiostatina a través de un enlazador polipeptidico. Los enlazadores adecuados
para unir dominios Fn3 son aquellos que permiten que los dominios separados se plieguen independientemente entre
si y formen una estructura tridimensional que permite una unién de alta afinidad a una molécula diana. Los enlazadores
polipeptidicos ilustrativos incluyen PSTSTST (SEQ ID NO: 210), EIDKPSQ (SEQ ID NO: 211) y enlazadores GS, tales
como GSGSGSGSGS (SEQ ID NO: 213) y multimeros de los mismos. En algunas realizaciones, el enlazador es un
enlazador basado en glicina-serina. Estos enlazadores comprenden restos de glicina y serina y pueden tener una
longitud de entre 8 y 50, 10 y 30 y 10 y 20 aminoacidos. Los ejemplos incluyen enlazadores que tienen una secuencia
de aminoacidos (GS)7 (SEQ ID NO: 215), G(GS)s (SEQ ID NO: 216) y G(GS)7G (SEQ ID NO: 217). Otros enlazadores
contienen acido glutdmico e incluyen, por ejemplo, (GSE)s (SEQ ID NO: 218) y GGSEGGSE (SEQ ID NO: 219). Otros
enlazadores de glicina-serina ilustrativos incluyen (GS)s (SEQ ID NO: 212), (GGGGS)7 (SEQ ID NO: 220), (GGGGS)s
(SEQ ID NO: 221) y (GGGGS)sG (SEQ ID NO: 222). En algunas realizaciones, el enlazador es un enlazador basado
en glicina-prolina. Estos enlazadores comprenden restos de glicina y prolina y pueden tener una longitud de entre 3 y
30, 10 y 30 y 3 y 20 aminoacidos. Los ejemplos incluyen enlazadores que tienen una secuencia de aminoacidos
(GP)3G (SEQ ID NO: 223), (GP)sG (SEQ ID NO: 224) y GPG. En otras realizaciones, el enlazador puede ser un
enlazador basado en prolina-alanina que tiene entre 3y 30, 10 y 30 y 3 y 20 aminoacidos de longitud. Los ejemplos
de enlazadores basados en prolina alanina incluyen, por ejemplo, (PA)s (SEQ ID NO: 225), (PA)s (SEQ ID NO: 226) y
(PA)e (SEQ ID NO: 227). La longitud 6ptima del enlazador y la composicion de aminoacidos pueden determinarse
mediante experimentacién rutinaria en vista de las ensefianzas proporcionadas en el presente documento. En algunas
realizaciones, una Adnectina antimiostatina estd enlazada, por ejemplo, a una Adnectina anti-HSA a través de un
enlazador polipeptidico que tiene un sitio de proteasa que es escindible mediante una proteasa en la sangre o tejido
diana. Tales realizaciones pueden usarse para liberar una Adnectina antimiostatina para una mejor administracién o
propiedades terapéuticas o una produccién mas eficiente.

Los enlazadores o espaciadores adicionales, pueden introducirse en el extremo N o C de un dominio Fn3 entre el
dominio Fn3 y el enlazador polipeptidico.

En algunas realizaciones, una Adnectina antimiostatina puede estar unida directa o indirectamente, por ejemplo, a una
Adnectina anti-HSA a través de un enlazador polimérico. Pueden usarse enlazadores poliméricos para variar de
manera 6ptima la distancia entre cada componente de la fusién para crear una fusién de proteinas con una o mas de
las siguientes caracteristicas: 1) impedimento estérico reducido o aumentado de unién de uno o mas dominios
proteicos cuando se une a una proteina de interés, 2) mayor estabilidad o solubilidad de la proteina, 3) disminucién
de la agregacioén de proteinas y 4) mayor avidez o afinidad general de la proteina.
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En algunas realizaciones, una Adnectina antimiostatina esta enlazada, por ejemplo, a una Adnectina anti-HSA, a través
de un polimero biocompatible tal como un azicar polimérico. El azlicar polimérico puede incluir un sitio de escisién
enzimatica que es escindible mediante una enzima en la sangre o en el tejido diana. Tales realizaciones pueden usarse
para liberar una Adnectina antimiostatina para una mejor administracion o propiedades terapéuticas o una producciéon

mas eficiente.

En la Tabla 3 se presenta un resumen de las monoAdnectinas y sus correspondientes formas modificadas del resto
PK (por ejemplo, fusiones PEGiladas y Fc).

Tabla 3

MonoAdnectina 2

Mutante de cisteina
[modificacion]®

X-enlazador-Fc®

Fc-enlazador-X¢

1979_B06 (SEQ ID NO:
80)

ATI-1107 (SEQ ID NO: 229) [40k 2-
br]

2062_G02 (SEQ ID NO:
81)

ATI-1106 (SEQ ID NO: 228) [40k 2-
br]

2522_C09 (SEQ ID NO:
82)

2523_G06 (SEQ ID NO:
83)

2524 _C11 (SEQ ID NO:
84)

2524_D09 (SEQ ID NO:
85)

ATI-1275 (SEQ ID NO: 231) [NEM];
ATI-1276 (SEQ ID NO: 231) [40k 2-
br]

2524 _E10 (SEQ ID NO:
86)

2524 _HO5 (SEQ ID NO:
87)

2524 H11 (SEQ ID NO:
88)

2525_B01 (SEQ ID NO:
89)

2525_D02 (SEQ ID NO:
90)

ATI-1267 (SEQ ID NO: 230) [NEM];
ATI-1266 (SEQ ID NO: 230) [40k 2-
br]

2525_D05 (SEQ ID NO:
91)

ATI-1277 (SEQ ID NO: 232) [NEM];
ATI-1278 (SEQ ID NO: 232) [40k 2-
br]

PRD-932 [L1] (SEQ ID
NO: 252)

2525_F07 (SEQ ID NO:
92)

2987_A06 (SEQ ID NO:
93)

2987_B04 (SEQ ID NO:
94)

2987 _B09 (SEQ ID NO:
95)

2987_C02 (SEQ ID NO:
96)

2987_D05 (SEQ ID NO:
97)

2987 E03 (SEQ ID NO:
98)

2987_E08 (SEQ ID NO:
99)

2987_F01 (SEQ ID NO:
100)

2987_F06 (SEQ ID NO:
101)

2987_G04 (SEQ ID NO:

102)

68




ES 2 984 405 T3

(continuacion)

MonoAdnectina @

Mutante de cisteina
[modificacion]®

X-enlazador-Fc©

Fc-enlazador-X¢

2987_G09 (SEQ ID NO:

103)

2987_H02 (SEQ ID NO:

104)

2987_H07 (SEQ ID NO:

105)

ATI-1310 (SEQ ID NO: 233)
[ninguno]; ATI-1340 (SEQ ID NO:
233) [NEM]; ATI-1338 (SEQ ID NO:
233) [40k 2-br]; ATI-1359 (SEQ ID
NO: 233) [sin His, 40k 2-br]; ATI-
1339 (SEQ ID NO: 233) [40k 4-br];

PRD-1171[L2]
(SEQ ID NO: 253);
PRD-1173[L3]
(SEQ ID NO: 254);
PRD-1174[L4]
(SEQ ID NO: 255)

PRD-1175[L1] (SEQ ID
NO: 256); PRD-
1177[L5] (SEQ ID NO:
257); PRD-1178[L6]
(SEQ ID NO: 258);
PRD-1180[L7] (SEQ ID

ATI-1341 (SEQ ID NO: 233) [20K bis- NO: 259); PRD-
PEG] 1471[L8] (SEQ ID NO:
270)

3006_A10 (SEQ ID NO:

106)

3007_B08 (SEQ ID NO:

107)

3007_C09 (SEQ ID NO:

108)

3007_C10 (SEQ ID NO:

109)

3008_A03 (SEQ ID NO:

110)

3008_B08 (SEQ ID NO:

111)

3008_D04 (SEQ ID NO:

112)

3008_F01 (SEQ ID NO:

113)

3008_G01 (SEQ ID NO:

114)

3008_G03 (SEQ ID NO:

115)

3115_D04 (SEQ ID NO: | ATI-1375 (SEQ ID NO: 235) [40k 2- PRD-1301[L2] PRD-1284[L5] (SEQ ID
116) br] (SEQ ID NO: 265) NO: 260)
3115_E06 (SEQ ID NO: | ATI-1376 (SEQ ID NO: 236) [40k 2- PRD-1302[L2] PRD-1285[L5] (SEQ ID
117) br] (SEQ ID NO: 266) NO: 261); PRD-
1472[L8] (SEQ ID NO:
271)
3116_A06 (SEQ ID NO: | ATI-1379 (SEQ ID NO: 239) [40k 2- PRD-1305[L2] | PRD-1288[L5] (SEQ ID
118) br]; ATI-1523 (SEQ ID NO: 239) (SEQ ID NO: 269) NO: 264); PRD-
[NEM] 1474]L8] (SEQ ID NO:
273)

3116_A07 (SEQ ID NO:

119)

ATI-1377 (SEQ ID NO: 237) [40k 2-
br]

PRD-1303 [L2]
(SEQ ID NO: 267)

PRD-1286[L5] (SEQ ID
NO: 262); PRD-1473
[L8] (SEQ ID NO: 272)

3116_C01 (SEQ ID NO:

120)

3116_C06 (SEQ ID NO:

121)

3116_HO06 (SEQ ID NO:

122)

3146_A08 (SEQ ID NO:

123)

ATI-1378 (SEQ ID NO: 238) [40k 2-
br]

PRD-1304[L2]
(SEQ ID NO: 268)

PRD-1287[L5) (SEQ ID
NO: 263)
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(continuacion)

MonoAdnectina @ Mutante de cisteina X-enlazador-Fc© Fc-enlazador-X¢
[modificacion]®

a Las monoAdnectinas no modificadas tienen una secuencia central de Adnectina precedida por una secuencia de
extension N-terminal (MGVSDVPRDL; SEQ ID NO: 306) y seguida de una cola C-terminal (EIDKPSQHHHHHH;
SEQ ID NO: 325), como se muestra en la Tabla 2. La secuencia central de Adnectina corresponde a la secuencia
de monoAdnectina que carece de las secuencias de extensién N-terminal y de cola C-terminal.

bLas Adnectinas con mutantes de cisteina tienen la secuencia central de Adnectina de la monoAdnectina en la
primera columna y estan precedidas por una secuencia de extension N-terminal (MGVSDVPRDL; SEQ ID NO: 306)
y seguidas de wuna cola C-terminal (GSGC [Modificacion] HHHHHH; SEQ ID NO: 326 o
EGSGC[Modificacion]HHHHHH; SEQ ID NO: 327), como se muestra en la Tabla 5.

°Las Adnectinas con un resto Fc en el extremo C tienen la secuencia central de Adnectina de la monoAdnectina en
la primera columna, que esta precedida por una secuencia de extensién N-terminal (GVSDVPRDL; SEQ ID NO:
307) y seguida de una cola C-terminal (El}, que va seguida de una secuencia enlazadora (Tabla 4) y la secuencia
de la regién Fc, como se describe en la Tabla 6.

dLas Adnectinas con un resto Fc en el extremo N tienen una secuencia de regién Fc que estéa precedida por una
secuencia bisagra N-terminal y seguida de un enlazador (Tabla 4) y la secuencia central de Adnectina de la
monoAdnectina en la primera columna, que en si misma esté precedida por una secuencia de extensién N-terminal
(GVSDVPRDL; SEQ ID NO: 307) y seguida de una cola C-terminal (El), como se muestra en |la Tabla 6.

Las SEQ ID NO de enlazadores ilustrativos de la invencién se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4
SEQ ID NO. ENLAZADOR SECUENCIA
181 L1 GAGGGGSG
182 L2 EPKSSD
L3 D
183 L4 ESPKAQASSVPTAQPQAEGLA
184 L5 ELQLEESAAEAQDGELD
185 L6 GQPDEPGGS
186 L7 GGSGSGSGSGSGS
187 L8 ELQLEESAAEAQEGELE
ENLAZADORES ILUSTRATIVOS ADICIONALES
188 L9 GSGSG
189 L10 GSGC
190 L11 AGGGGSG
191 L12 GSGS
192 L13 QPDEPGGS
193 L14 GSGSGS
194 L15 TVAAPS
195 L16 KAGGGGSG
196 L17 KGSGSGSGSGSGS
197 L18 KQPDEPGGS
198 L19 KELQLEESAAEAQDGELD
199 L20 KTVAAPS
200 L21 KAGGGGSGG
201 L22 KGSGSGSGSGSGSG
202 L23 KQPDEPGGSG
203 L24 KELQLEESAAEAQDGELDG
204 L25 KTVAAPSG
205 L26 AGGGGSGG
206 L27 AGGGGSG
207 L28 GSGSGSGSGSGSG
208 L29 QPDEPGGSG
209 L30 TVAAPSG
210 L31 PSTSTST
211 L32 EIDKPSQ
212 L33 GSGSGSGS
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(continuacion)

ENLAZADORES ILUSTRATIVOS ADICIONALES
213 L34 GSGSGSGSGS
214 L35 GSGSGSGSGSGS
215 L36 GSGSGSGSGSGSGS
216 L37 GGSGSGSGSGSGS
217 L38 GGSGSGSGSGSGSGSG
218 L39 GSEGSEGSEGSEGSE
219 L40 GGSEGGSE
220 L41 GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
221 L42 GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
222 L43 GGGGSGGGGSGGGGSG
223 L44 GPGPGPG
224 L45 GPGPGPGPGPG
L46 GPG
225 L47 PAPAPA
226 L48 PAPAPAPAPAPA
227 L49 PAPAPAPAPAPAPAPAPA

Las SEQ ID NO de Adnectinas antimiostatina PEGiladas ilustrativas descritas en el presente documento se presentan
en la Tabla 5.
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Las SEQ ID NO de Adnectinas antimiostatina fusionadas con Fc ilustrativas descritas en el presente documento y
Adnectinas antimiostatina fusionadas con Fc ilustrativas de la invencion (véase PRD-1288, PDR-1474, PRD-1305) se
presentan en la Tabla 6.

Tabla 6
Adnectinas antimiostatina fusionadas con Fc
Secuencia
Clon Secuencia de Dominio N- Enlazador Dominio C- Secuencia de acido
aminoacidos terminal terminal nucleico

PRD-932 GAGGGGSG

(SEQ ID NO: 181)

HOREYRCEVER
RALPAPIER 1~ T HARGUPREEQ
LEESRDELT
CLVKS
FYPSDIAVERES
: NGQPEUHYKTTR
WESHGOPEITY VLDEDGEFELY
.'J"P‘ H)ﬁ DG SKLTVED BWQDQ

Ty
r"‘X\J'&

GITY HEA
LEUHYTORILIL
s {380 I
W

o m ¢ i
AR I I e IR IS I T SR SO,

Y

“C
TEETTCTIC
GTGETEATAGCTACCATCAGE
GECOTTA THRGOGTTRA
TTATAC

COATCACTGTGTATG
VAGTOT
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(continuacion)
Adnectinas antimiostatina fusionadas con Fc
Secuencia
Clon Secuencia de Dominio N- Enlazador Dominio C- Secuencia de acido
aminoécidos tewmnal terminal nucleico
PRD-1171 VPRDLEV EPKSSD (SEQ ID| BTHI PAPEL

ATPTSLLIG
WYLPHAGRAHY

@ Txuwgm“ud
GREYRCHVEHE
PAPTIEKTIS
PREPQY
TLEPSEDELT
EHQVSLICLVE
GEYPIDIA

NO: 182)

LOGGRPIVELFPRPRR
RDTLMISRTPEVT
DVSHEDPEY

A ¢
GAGTA
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(continuacion)
Adnectinas antimiostatina fusionadas con Fc
Secuencia
Clon Secuencia de Dominio N- Enlazador Dominio C- Secuencia de acido
aminoacidos terminal terminal nucleico
PRD-1173 GVSDVREDLEY VY SDVERDLEVY D RTHTCPRPORPAREL et £

VAATPTS ABTPTOLLICWY LGGRPSVELEPRRP
WILPHAGE LERAGRRHYYRY KDTLMISRIPEVT
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(3 TCAGCGTC

(SEO ID NO: 254)
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(continuacion)

Adnectinas antimiostatina fusionadas con Fc

Secuencia

Clon

Secuencia de
aminoacidos

Dominio N-
terminal

Enlazador

Dominio C-
terminal

Secuencia de acido
nuclelco

PRD-1174
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(continuacion)

Adnectinas antimiostatina fusionadas con Fc

Secuencia

Clon Secuencia de Dominio N- Enlazador Dominio C- Secuencia de acido
aminoacidos termlnal terminal nucleico

PRD-1175 DRTHTIPRORA DETE GAGGGGSG P‘R‘DL TIACACATSECLC
PELLGORPIVEL ELLGE (SEO ID NO: 181)
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(continuacion)

Adnectinas antimiostatina fusionadas con Fc

Secuencia

Clon

Secuencia de
aminoacidos

Dominio N-
terminal

Enlazador

Dominio C-
terminal

Secuencia de acido
nucleico

PRD-1177

DYV SHEDRPEVEE

TVDGVEVEN
SRTRPREEQYU
Y LTV
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LVKGRYP
SDIAVENESNG
QPRHRNYRT
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(continuacion)

Adnectinas antimiostatina fusionadas con Fc

Secuencia

Clon

Secuencia de
aminoacidos

Dominio N-
terminal

Enlazador

Dominio C-
terminal

Secuencia de acido
nuclelco

PRD-1178
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(SEQ ID NO: 185)
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(continuacion)

Adnectinas antimiostatina fusionadas con Fc

Secuencia

Clon Secuencia de Dominio N- Enlazador Dominio C- Secuencia de acido
aminoacidos termlnal terminal nuclelco
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(continuacion)

Adnectinas antimiostatina fusionadas con Fc

Secuencia

Clon Secuencia de Dominio N- Enlazador Dominio C- Secuencia de acido
aminoacidos terminal terminal nuclelco
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FRREPEOTL (3] AG TCUTGEGEGE

e
=

ISPVQERTVY | TTCOTCTTCOCCICA ..»«_M‘(

o
)
Lo Ry I B ind

e 3
PYIBKTYISHAKG S0P CAAGAC
QEREPQUVYTLE B V5 HGECAGT,
POSROELTRIIQV LT GTGE
KGFYR IA ooTE
NG HIIWKTTPRY MD._» ATGG
TTeR DGE JEN BAGE

SRLTVDESENG
QGNVESCOVNA

o (SBG 1D 60: T
£8 276 G

-l
[ e Ea

e

¥,

VRYXTITVYAVT
IFRDUGPVIWDER

0 O

3 7

IBZIMYRTEDL

[SS3:KO I BRI e

T 13

»

86




ES 2 984 405 T3

(continuacion)

Adnectinas antimiostatina fusionadas con Fc

Secuencia

Clon Secuencia de Dominio N- Enlazador Dominio C- Secuencia de acido
aminoacidos terminal terminal nucleico

261) ACCACTAL

LPRC

POt N
SGEL ETPTOLLISY

CAUAAR

PRD-1286 DITHTY 2A DETHTOPRORAR
PELLGGPRIVEL
FPFPERPEDTIMI
SRTR X ¥
HEDPEVKY
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(continuacion)

Adnectinas antimiostatina fusionadas con Fc

Secuencia

Clon

Secuencia de
aminoacidos

Dominio N-
terminal

Enlazador

Dominio C-
terminal

Secuencia de acido
nucleico

ey e
[CFNe

PRD-1287

QPREUMNYRT
VLEBIDGIFPLY
SKLTVDEIRWQ
QGNVEICEVEE

ALHRY
LIPE

SVSDVERRDI
VAATPTELLIG
WILPRPGMARY

YRITYGETGEN

SIRYETEL
(SEG IO NO:
263)
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(continuacion)

Adnectinas antimiostatina fusionadas con Fc

Secuencia
Clon Secuencia de Dominio N- Enlazador Dominio C- Secuencia de acido
aminoacidos terminal termlnal nuclelco
PRD-1288 DETHICPPOPA DETETIPECPAP ELQLEESAA
EAQDGELD
(SEQ ID
NO: 184)
SLTCX IAVEWESHNGLP
.'BDIA“.'A‘H."JC[ e NEYKTTPRVLLE
QPRLRN DGLPFLYSRLTIV
VLDA ;
ID NG
TITROCE
PRD-1301 EPKSSD (SEQ ID

NO: 182)
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(continuacion)

Adnectinas antimiostatina fusionadas con Fc

Secuencia

Clon

Secuencia de
aminoacidos

Dominio N-
termlnal

Enlazador

Dominio C-
terminal

Secuencia de acido
nucleico

P
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LIVLEQR
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ERLPAPIERTISK
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EPKSSD (SEQ ID
NO: 182)

KEHTCRRCRARERL
LGGPEVEFLEPRER
LHISRTFEVT
DUSHELPEY
VDGVEVER

ARGOPE
PPORDELTR

Feny \—r\:T

AGUTTG

et e
Al

e
ER
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ES 2 984 405 T3

(continuacion)

Adnectinas antimiostatina fusionadas con Fc

Secuencia

Clon Secuencia de Dominio N- Enlazador Dominio C- Secuencia de acido

aminoacidos terminal terminal nucleico

Sy~
COGRACTGOT

Sl

LING
UKA

G
eYesnl,

jen

by}

0 030 LY Gy v

T AT

PRD-1303 EPKSSD (SEQ ID | BTHICESCEAPEL s
NO: 182) LeEDINELEERRD

RITYGETEGS

PRUQILET

SOCCTETS

AHRED

TTFRVL

HG0T

iz

QYNMSTY EALBRRHYTG

LTVELED

AFRGQPREPOVY

TLPRPGRDRLTE

NOVOL
AV R
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ES 2 984 405 T3

(continuacion)

Adnectinas antimiostatina fusionadas con Fc

Secuencia

Clon Secuencia de Dominio N- Enlazador Dominio C- Secuencia de acido
aminoacidos terminal terminal nucleico

YMEEALHNEYT
QRILILAPGK

IR NG

EPKSSD (SEQ ID
NO: 182)

PRD-1304

TVIDTGEITYR
PYAYMYE

PEGHDY

FREEYPELL

AVEWESNGLPRNIM

NRITPRVILDEHGE

TEFIEYVRGEY
EVRNAK

EALMIMY TQRSLE

L3EGK (38D

oo WO 2833 o0
RCAOLG
ooy

o 0

N

VILDGRGE e
VDE C N
AL AG
C e
£ pte)
peos cTC
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ES 2 984 405 T3

(continuacion)
Adnectinas antimiostatina fusionadas con Fc
Secuencia
Clon Secuencia de Dominio N- Enlazador Dominio C- Secuencia de acido
aminoécidos terminal terminal nucleico

P
(S

CTGGRATE

AGAGCR

i ey

uE o

PRD-1305

T ""D GYLEY I

EPKSSD (SEQ ID
NO: 182)

AREQPREEQVYTL
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o
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(continuacion)

Adnectinas antimiostatina fusionadas con Fc

Secuencia

Clon

Secuencia de
aminoacidos

Dominio N-

Enlazador

Dominio C-
terminal

Secuencia de acido
nucleico

PRD-1471

e =
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(continuacion)
Adnectinas antimiostatina fusionadas con Fc
Secuencia
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Las SEQ ID NO de las secuencias ilustrativas lider (extensiéon N-terminal) y cola C-terminal se presentan en la Tabla
7.

Tabla 7
Resumen de secuencias ilustrativas
SEQ ID NO Descripcién Nombre Secuencia

306 Lider ilustrativo AdNT1 MGVSDVPRDL
307 Lider ilustrativo AdNT2 GVSDVPRDL
308 Lider ilustrativo AdNT3 VSDVPRDL
309 Lider ilustrativo AdNT4 SDVPRDL

310 Lider ilustrativo AdNT5 DVPRDL

311 Lider ilustrativo AdNT6 VPRDL

312 Lider ilustrativo AdNT7 PRDL

Lider ilustrativo AdNT8 RDL

Lider ilustrativo AdNT9 DL
211 Cola ilustrativa AdCT1 EIDKPSQ

Cola ilustrativa AdCT2 El
313 Cola ilustrativa AdCT3 EIEPKSS
314 Cola ilustrativa AdCT4 EIDKPC
315 Cola ilustrativa AdCT5 EIDKP
316 Cola ilustrativa AdCT6 EIDK
317 Cola ilustrativa AdCT7 EIDKPS
318 Cola ilustrativa AdCT8 EIEKPSQ
319 Cola ilustrativa AdCT9 EIDKPSQLE
320 Cola ilustrativa AdCT10 EIEDEDEDEDED
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(continuacion)

Resumen de secuencias ilustrativas

SEQ ID NO Descripcién Nombre Secuencia
321 Cola ilustrativa AdCT11 EGSGS
322 Cola ilustrativa AdCT12 EIDKPCQ
189 Cola ilustrativa AdCT13 GSGC
323 Cola ilustrativa AdCT14 EGSGC
324 Cola ilustrativa AdCT15 EIDKPCQLE
325 Cola ilustrativa AdCT16 EIDKPSQHHHHHH
326 Cola ilustrativa AdCT17 GSGCHHHHHH
327 Cola ilustrativa AdCT18 EGSGCHHHHHH
328 Etiqueta T1 HHHHHH

IV. Tecnologia de fusion de acido nucleico y proteina

En un aspecto, la invencién proporciona una Adnectina que comprende dominios de fibronectina tipo Il que se une a
miostatina como se define en las reivindicaciones. Una forma de crear y probar rapidamente dominios Fn3 con
propiedades de unién especificas es la tecnologia de fusién de acido nucleico y proteina de Adnexus, una empresa
de investigacién y desarrollo de Bristol-Myers Squibb. Esta divulgacion utiliza la tecnologia de expresién y etiquetado
in vitro, denominada 'PROfusion' que explota fusiones de acido nucleico y proteinas (fusiones de ARN y ADN-
proteinas) para identificar nuevos polipéptidos y motivos de aminoacidos que son importantes para la uniéon a
proteinas. La tecnologia de fusién de acido nucleico y proteina es una tecnologia que acopla covalentemente una
proteina a su informacién genética codificante. Para obtener una descripcion detallada de la tecnologia de fusién de
ARN-proteina y los métodos de deteccion de bibliotecas de proteinas de andamio basadas en fibronectina véanse
Szostak et al., Pat. de EE.UU. N.2 6.258.558, 6.261.804, 6.214.553, 6.281.344, 6.207.446, 6.518.018 y 6.818.418;
Roberts et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 1997;94:12297-12302; y Kurz et al., Molecules, 2000;5:1259-64.

V. Vectores y polinucleétidos

Los acidos nucleicos que codifican cualquiera de las diversas proteinas o polipéptidos descritos en el presente
documento pueden sintetizarse quimicamente. El uso de codones puede seleccionarse para mejorar la expresion en
una célula. Dicho uso de codones dependera del tipo celular seleccionado. Se han desarrollado patrones de uso de
codones especializados para E. coli y otras bacterias, asi como células de mamiferos, células vegetales, células de
levadura y células de insecto. Véanse, por ejemplo: Mayfield et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 100(2):438-442 (21 de
enero de 2003); Sinclair et al., Protein Expr. Purif., 26(1):96-105 (octubre de 2002); Connell, N.D., Curr. Opin.
Biotechnol., 12(5):446-449 (octubre de 2001); Makrides et al., Microbiol. Rev., 60(3):512-538 (septiembre de 1996); y
Sharp et al., Yeast, 7(7):657-678 (octubre de 1991).

Las técnicas generales para la manipulacién de acidos nucleicos se describen en, por ejemplo, Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicion, Vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989) o Ausubel,
F. et al., Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing and Wiley-Interscience, Nueva York (1987) y
actualizaciones periédicas. Generalmente, el ADN que codifica el polipéptido esta unido operativamente a elementos
reguladores de la traduccion o transcripcién adecuados procedentes de genes de mamiferos, viricos o de insectos.
Dichos elementos reguladores incluyen un promotor de la transcripcion, una secuencia operadora opcional para
controlar la transcripcién, una secuencia que codifica sitio de union al ribosoma de ARNm adecuados y secuencias
que controlan la terminaciéon de la transcripcion y la traduccion. La capacidad de replicarse en un hospedador,
habitualmente conferido por un origen de replicacion, y un gen de seleccién para facilitar el reconocimiento de
transformantes, se incorporan adicionalmente.

Las proteinas descritas en el presente documento pueden producirse de forma recombinante no solo directamente,
sino también como un polipéptido de fusién con un polipéptido heterdlogo, que es preferentemente una secuencia de
sefializacién u otro polipéptido que tiene un sitio de escision especifico en el extremo N de |a proteina o el polipéptido
maduros. La secuencia sefial heterologa seleccionada preferentemente es una que la célula hospedadora reconoce y
procesa (es decir, escinde mediante una peptidasa de sefial). Una secuencia lider N-terminal ilustrativa para la
produccion de polipéptidos en un sistema de mamiferos es: METDTLLLWVLLLWVPGSTG (SEQ ID NO: 177), que es
eliminado por la célula hospedadora después de la expresion.

Para células hospedadoras procariotas que no reconocen ni procesan una secuencia sefial nativa, la secuencia sefial
se reemplaza por una secuencia sefial procariota seleccionada, por ejemplo, del grupo de los lideres de fosfatasa
alcalina, penicilinasa, 1 pp o enterotoxina |l termoestable.

Para la secrecién de levaduras la secuencia sefial nativa puede sustituirse por, por ejemplo, un lider de invertasa de

levadura, un lider de factor (incluyendo lideres de factor alfa de Saccharomyces y Kluyveromyces) o un lider de
fosfatasa acida, el lider de glucoamilasa de C. albicans o la secuencia sefial descrita en la Pat. de EE.UU. N.°

98



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 984 405 T3

5.631.144. En la expresion en células de mamifero, estan disponibles las secuencias sefial de mamiferos asi como
lideres secretores viricos, por ejemplo, la sefial gD del herpes simple. El ADN de dichas regiones precursoras puede
ligarse en el marco de lectura a ADN que codifica la proteina.

Los vectores tanto de expresion como de clonacién contienen una secuencia de &cido nucleico que permite que el
vector se replique en una o mas células hospedadoras seleccionadas. Generalmente, en los vectores de clonacién
esta secuencia es una que permite que el vector se repligue independientemente del ADN cromosomico del
hospedador e incluye origenes de replicacion o secuencias de replicacion auténoma. Dichas secuencias son bien
conocidas para una diversidad de bacterias, levaduras y virus. El origen de replicacion del plasmido pBR322 es
adecuado para la mayoria de las bacterias Gramnegativas, el origen del plasmido de 2 micrémetros es adecuado para
levaduras y diversos origenes viricos (SV40, polioma, adenovirus, VSV o BPV) son (tiles para clonar vectores en
células de mamiferos. Generalmente, el componente del origen de la replicacién no es necesario para vectores de
expresion de mamiferos (el origen de SV40 puede usarse normalmente solo porque contiene el promotor temprano).

Los vectores de expresion y clonacién pueden contener un gen de seleccion, también denominado un marcador
seleccionable. Los genes de seleccién normales codifican proteinas que (a) confieren resistencia a antibibticos o a
otras toxinas, por ejemplo, ampicilina, neomicina, metotrexato o traciclina, (b) complementan deficiencias auxotroficas
o (c) suministran nutrientes criticos no disponibles de medios complejos, por ejemplo, el gen que codifica la D-alanina
racemasa de bacilos.

Los vectores de expresion y clonacién contienen habitualmente un promotor que es reconocido por €l organismo
hospedador y esta unido operativamente al acido nucleico que codifica la proteina de la invencién, por ejemplo, una
proteina de andamio basada en fibronectina. Los promotores adecuados para su uso con hospedadores procariotas
incluyen el promotor PhoA, sistemas promotores de beta-lactamasa y lactosa, fosfatasa alcalina, un sistema promotor
de triptofano (trp) y promotores hibridos tales como el promotor tan. Sin embargo, son adecuados otros promotores
bacterianos conocidos. Los promotores para su uso en sistemas bacterianos también contendran una secuencia de
Shine-Dalgarno (S.D.) unida operativamente al ADN que codifica la proteina de la invencion. Se conocen secuencias
promotoras para eucariotas. Practicamente todos los genes eucariotas tienen una region rica en AT localizada
aproximadamente de 25 a 30 bases en direccién 5' del sitio donde se inicia la transcripcion. Otra secuencia encontrada
de 70 a 80 bases en direccion 5' del inicio de la transcripcion de muchos genes es una regién CNCAAT donde N puede
ser cualquier nucledtido. En el extremo 3' de la mayoria de genes eucariotas es una secuencia AATAAA que puede
ser la sefial para la adicién de la cola de poli A al extremo 3' de la secuencia codificante. Todas estas secuencias se
insertan adecuadamente en vectores de expresion eucariotas.

Los ejemplos de secuencias promotoras adecuadas para su uso con hospedadores de levadura incluyen los
promotores de la 3-fosfoglicerato quinasa u otras enzimas glucoliticas, tales como enolasa, gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, hexoquinasa, piruvato descarboxilasa, fosfofructoquinasa, glucosa-6-fosfato isomerasa, 3-
fosfoglicerato mutasa, piruvato quinasa, triosafosfato isomerasa, fosfoglucosa isomerasa y glucoquinasa.

La transcripcion a partir de vectores en células hospedadoras de mamifero puede estar controlada, por ejemplo, por
promotores obtenidos de los genomas de virus tales como virus del polioma, virus de la viruela aviar, adenovirus (tal
como adenovirus 2), virus del papiloma bovino, virus del sarcoma aviar, citomegalovirus, un retrovirus, virus de la
hepatitis B y mas preferentemente virus de simio 40 (SV40), de promotores de mamiferos heterdlogos, por ejemplo,
el promotor de actina o un promotor de inmunoglobulina, de promotores de choque térmico, con la condicién de que
dichos promotores sean compatibles con los sistemas de células hospedadoras.

La transcripcion de un ADN que codifica la proteina de la invencion por eucariotas superiores a menudo se incrementa
al insertar una secuencia potenciadora en el vector. Ahora se conocen muchas secuencias potenciadoras de genes
de mamifero (globina, elastasa, albumina, a-fetoproteina e insulina). Normalmente, sin embargo, se usard un
potenciador de un virus de células eucariotas. Los ejemplos incluyen el potenciador de SV40 en el lado tardio del
origen de replicacién (pb 100-270), el potenciador del promotor temprano de citomegalovirus, el potenciador del
polioma en el lado tardio del origen de replicacion y potenciadores de adenovirus. Véase también Yaniv, Nature,
297:17-18 (1982) sobre elementos potenciadores para la activacién de promotores eucariotas. El potenciador puede
sufrir corte y empalme en el vector en una posicién 5' o 3' de la secuencia codificante del péptido, pero preferentemente
se localiza en un sitio 5' del promotor.

Los vectores de expresién usados en células hospedadoras eucariotas (por ejemplo, células de levadura, de hongo,
de insecto, vegetales, animales, humanas o nucleadas de otros organismos multicelulares) también contendran
secuencias necesarias para la terminacién de la transcripcion y para estabilizar el ARNm. Dichas secuencias estan
comunmente disponibles a partir de las regiones 5'y, ocasionalmente 3', no traducidas de ADN o ADNc eucariotas o
viricos. Estas regiones contienen segmentos de nucledtidos transcritos como fragmentos poliadenilados en la parte
no traducida de ARNm que codifica la proteina desvelada en el presente documento. Un componente (til de
terminacién de la transcripcion es la region de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina. Véase el
documento WO 94/11026 y el vector de expresion desvelado en el mismo.

El ADN recombinante también puede incluir cualquier tipo de secuencia de marcador proteico que pueda ser Util para
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purificar la proteina. Los ejemplos de etiquetas de proteinas incluyen, pero no se limitan a, una etiqueta de histidina,
una etiqueta FLAG, una etiqueta myc, una etiqueta HA o una etiqueta GST. Los vectores de clonacién y expresion
apropiados para su uso con hospedadores celulares bacterianos, fungicos, de levadura y mamiferos pueden
encontrarse en Cloning Vectors: A Laboratory Manual, (Elsevier, Nueva York (1985)).

La construccién de expresiéon se introduce en la célula hospedadora usando un método adecuado para la célula
hospedadora, como resultara evidente para un experto en la materia. Se conocen en la técnica diversos métodos para
introducir acidos nucleicos en células hospedadoras, incluyendo, pero no limitado a, electroporacién; transfeccion
empleando cloruro de calcio, cloruro de rubidio, fosfato de calcio, DEAE-dextrano u otras sustancias; bombardeo de
microproyectiles; lipofeccion; e infeccidn (donde el vector es un agente infeccioso).

Las células hospedadoras adecuadas incluyen células procariotas, de levadura, de mamiferos o bacterianas. Las
bacterias adecuadas incluyen organismos gramnegativos o grampositivos, por ejemplo, E. coli o Bacillus spp. La
levadura, preferentemente de la especie Saccharomyces, tal como S. cerevisiae, también puede usarse para la
produccién de polipéptidos. También pueden emplearse diversos sistemas de cultivo de células de mamifero o insecto
para expresar proteinas recombinantes. Los sistemas de baculovirus para la produccién de proteinas heterélogas en
células de insectos son revisados por Luckow et al. (Bio/Technology, 6:47 (1988)). Los ejemplos de lineas celulares
hospedadoras de mamiferos adecuadas incluyen células endoteliales, células de rifibn de mono COS-7, CV-1, células
L, C127, 3T3, de ovario de hamster chino (CHO), células de rifién embrionario humano, Hela, lineas celulares 293,
293T y BHK. Los polipéptidos purificados se preparan cultivando sistemas de hospedador/vector adecuados para
expresar las proteinas recombinantes. Para muchas aplicaciones, el pequefio tamafio de muchos de los polipéptidos
desvelados en el presente documento haria la expresién en E. coli el método preferido de expresion. Después, la
proteina se purifica a partir de medios de cultivo o extractos celulares.

VI. Produccion de proteinas

La presente invencién también se dirige a lineas celulares que expresan una Adnectina antimiostatina o un polipéptido
de fusion de la misma. La creacion y el aislamiento de lineas celulares que producen una Adnectina antimiostatina
pueden lograrse usando técnicas convencionales conocidas en la técnica, tales como aquellos descritos en el presente
documento.

Las células hospedadoras se transforman con los vectores de expresién o clonacién descritos en el presente
documento para la produccién de proteinas y se cultivan en medios nutritivos convencionales modificados segln sea
apropiado para inducir promotores, seleccionar transformantes o amplificar los genes que codifican las secuencias
deseadas. En los ejemplos que se muestran aqui, las células hospedadoras usadas para la produccion de proteinas
de alto rendimiento (HTPP) y la produccién a mediana escala fueron las de la cepa bacteriana HMS174.

Las Adnectinas de la presente invencion también pueden obtenerse en forma aglicosilada produciendo las Adnectinas
en, por ejemplo, células procariotas (por ejemplo, E. col). De manera notable, las formas aglicosiladas de las
Adnectinas de la invencién exhiben la misma afinidad, potencia y mecanismo de acciéon que las Adnectinas
glucosiladas cuando se prueban in vitro.

Las células hospedadoras usadas para producir las proteinas de la presente invencién pueden cultivarse en diversos
medios. Los medios disponibles en el mercado tales como F10 de Ham (Sigma), Medio minimo esencial ((MEM),
(Sigma), RPMI-1640 (Sigma) y medio de Eagle modificado por Dulbecco ((DMEM), Sigma) son adecuados para
cultivar las células hospedadoras. Ademas, muchos de los medios descritos en Ham et al., Meth. Enzymol., 58:44
(1979), Barites et al., Anal. Biochem., 102:255 (1980), Pat. de EE.UU. N.2 4.767.704, 4.657.866, 4.927.762, 4.560.655,
5.122.469, 6.048.728, 5.672.502 o la Pat. de EE.UU. N.2 RE 30.985 pueden usarse como medio de cultivo para las
células hospedadoras. Cualquiera de estos medios puede suplementarse segin sea necesario con hormonas y/u otros
factores de crecimiento (tales como insulina, transferrina o factor de crecimiento epidérmico), sales (tales como cloruro
sodico, calcio, magnesio y fosfato), tampones (tales como HEPES), nucleétidos (tales como adenosina y timidina),
antibiéticos (tales como el farmaco gentamicina), oligoelementos (definidos como compuestos inorganicos
habitualmente presentes en concentraciones finales en el intervalo micromolar) y glucosa o una fuente de energia
equivalente. También puede incluirse cualquier otro suplemento necesario en concentraciones apropiadas que serian
conocidas por los expertos en la materia. Las condiciones de cultivo, tales como temperatura, pH y similares, son
aquellas usadas anteriormente con la célula hospedadora seleccionada para la expresion y seran evidentes para el
experto en la materia.

Las proteinas desveladas en el presente documento también pueden producirse usando sistemas de traduccion
celular. Para dichos fines, los acidos nucleicos que codifican el polipéptido deben modificarse para permitir
transcripcion in vitro para producir ARNm y permitir la traduccién sin células del ARNm en el sistema sin células
particular que se esta usando (eucariotas tales como un sistema de traduccién sin células de mamiferos o levadura o
procariotas tales como un sistema de traduccion sin células bacterianas).

Las proteinas de la invenciéon también pueden producirse mediante sintesis quimica (por ejemplo, mediante los
métodos descritos en Solid Phase Peptide Synthesis, 22 edicién, The Pierce Chemical Co., Rockford, Ill. (1984)).
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También pueden producirse modificaciones de la proteina mediante sintesis quimica.

Las proteinas de la presente invencién pueden purificarse mediante métodos de aislamiento/purificaciéon de proteinas
conocidas en general en el campo de la quimica de proteinas. Los ejemplos no limitantes incluyen extraccion,
recristalizacion, precipitacion por adicion de sales (por ejemplo, con sulfato de amonio o sulfato sédico), centrifugacion,
dialisis, ultrafiltracion, cromatografia de adsorcién, cromatografia de intercambio id6nico, cromatografia hidréfoba,
cromatografia de fase normal, cromatografia de fase inversa, filtracion en gel, cromatografia de permeacién en gel,
cromatografia de afinidad, electroforesis, distribucién a contracorriente o cualquier combinacién de estas. Después de
la purificacion, los polipéptidos pueden intercambiarse en diferentes tampones y/o concentrarse mediante cualquiera
de diversos métodos conocidos en la técnica, incluyendo, pero no limitado a, filtracion y dialisis.

El polipéptido purificado es preferentemente al menos un 85 % puro, o preferentemente al menos un 95 % puro, y lo
mas preferentemente al menos un 98 % puro. Independientemente del valor numérico exacto de la pureza, el
polipéptido es suficientemente puro para su uso como un producto farmacéutico.

VII. Caracterizacion biofisica y bioquimica

La union de una Adnectina antimiostatina de la invenciéon a una molécula diana (por ejemplo, miostatina) puede
evaluarse en términos de constantes de equilibrio (por ejemplo, disociacion, Kp) y en términos de constantes cinéticas
(por ejemplo, constante de asociacion, kon y constante de disociacion, ko). Una Adnectina generalmente se unira a
una molécula diana con una Kp de menos de 500 nM, 100 nM, 10 nM, 1 nM, 500 pM, 200 pM o 100 pM, aunque
pueden tolerarse valores de Ko mas altos cuando la kett es suficientemente baja o la kon, es suficientemente alta.

Ensayos in vitro para determinar la afinidad de union

Las Adnectinas antimiostatina que se unen a y antagonizan la miostatina pueden identificarse usando diversos
ensayos in vitro. Preferentemente, los ensayos son ensayos de alto rendimiento que permiten detectar multiples
Adnectinas candidatas simultaneamente. En algunas realizaciones, BMP-11, que comparte un 90 % de identidad de
aminoacidos con la miostatina, puede usarse como sustituto de la miostatina en ensayos in vitro cuando €l ensayo se
realiza en condiciones de saturacion. De manera notable, las Adnectinas antimiostatina fusionadas a dominios Fc
pueden unirse tanto a la miostatina como a BMP-11, mientras que las monoAdnectinas se unen preferencialmente a
la miostatina. Sin desear quedar ligados a teoria alguna, esto puede reflejar la mayor avidez de las Adnectinas
bivalentes fusionadas con Fc en comparacién con las Adnectinas monovalentes. Se observa una unién mejorada
similar a BMP11 con Adnectinas PEGiladas bivalentes, tales como ATI-1341, que comprenden Adnectinas fusionadas
a dos extremos de un resto PEG de 20 kDa.

Los ensayos ilustrativos para determinar la afinidad de unién de Adnectinas antimiostatina se describen en los
Ejemplos mas adelante, e incluyen, pero no se limitan a, métodos en fase de solucion tales como el ensayo de
exclusion cinética (KinExA) (Blake et al., JBC 1996;271:27677-85; Drake et al., Anal Biochem 2004;328:35-43),
resonancia de plasmén superficial (SPR) con el sistema Biacore (Uppsala, Suecia) (Welford et al., Opt. Quant. Elect
1991;23:1; Morton y Myszka, Methods in Enzymology 1998;295:268) y ensayos de fluorescencia homogénea resuelta
en el tiempo (HTRF) (Newton et al., J Biomol Screen 2008;13:674-82; Patel et al., Assay Drug Dev Technol 2008;6:55-
68).

En algunas realizaciones, las interacciones biomoleculares pueden monitorizarse en tiempo real con el sistema
Biacore, que usa SPR para detectar cambios en el angulo de resonancia de la luz en la superficie de una fina pelicula
de oro sobre un soporte de vidrio debido a cambios en el indice de refraccién de la superficie hasta 300 nm de
distancia. El analisis Biacore genera constantes de tasa de asociacién, constantes de tasa de disociacion, constantes
de disociacion de equilibrio y constantes de afinidad. La afinidad de unién se obtiene evaluando las constantes de
velocidad de asociacién y disociacion usando un sistema de resonancia de plasmon superficial Biacore (Biacore, Inc.).
Se activa un chip biosensor para el acoplamiento covalente de la diana. La diana se diluye después y se inyecta sobre
el chip para obtener una sefial en unidades de respuesta de material inmovilizado. Dado que la sefial en unidades de
resonancia (RU) es proporcional a la masa del material inmovilizado, esto representa un rango de densidades de
dianas inmovilizadas en la matriz. Los datos de asociacion y disociacion se ajustan simultdneamente en un analisis
global para resolver la expresion de velocidad neta para una interacciéon bimolecular 1:1, obteniendo los mejores
valores de ajuste para kon, kot y Rmax (respuesta maxima en saturacion). Las constantes de disociacién de equilibrio
para la unién, Kp, se calculan a partir de mediciones de SPR como Kot/kon.

En algunas realizaciones, las Adnectinas antimiostatina de la invencién exhiben una Ko en el ensayo de afinidad de
SPR descrito en el Ejemplo 6 de 500 nM o menos, 400 nM o menos, 300 nM o menos, 200 nM o menos, 150 nM o
menos, 100 nM o menos, 90 nM o menos, 80 nM o menos, 70 nM o menos, 60 nM o menos, 50 nM o menos, 40 nM
o menos, 30 nM o menos, 20 nM o menos, 15 nM o menos, 10 nM o menos, 5nM o menos o 1 nM o0 menos.
Preferentemente, la Kp es 15 nM o0 menos. Mas preferentemente, la Ko es 2,0 nM o menos.

En algunas realizaciones, las Adnectinas antimiostatina de la invencién exhiben una CI50 en el ensayo de HTRF
descrito en el Ejemplo 4 de 5 nM 0 menos, 4 nM 0 menos, 3 nM 0 menos, 2,5 nM 0 menos, 2 nM 0 menos, 1,5 nM o
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menos, 1 nM o menos, 0,5 nM o menos, 0,2 nM o0 menos o 0,1 nM o menos. Preferentemente, la CI150 es 1,5nM o
menos. Mas preferentemente, la CI50 es 0,5 nM o menos.

En algunas realizaciones, las Adnectinas antimiostatina de la invencién exhiben Ko en el ensayo de exclusion cinética
descrito en el Ejemplo 7 de 2 nM o menos, 1,5 nM o menos, 1 nM o menos, 200 pM 0 menos, 850 pM o0 menos, 800 pM
0 menos, 750 pM o menos, 700 pM o menos, 650 pM 0 menos, 600 pM 0 menos, 550 pM o0 menos, 500 pM 0 menos,
450 pM o menos, 400 pM o0 menos, 350 pM 0 menos, 340 pM o0 menos, 330 pM o0 menos, 300 pM o menos, 250 pM o
menos, 200 pM o0 menos, 150 nM 0 menos 0 100 nM o menos. Preferentemente, la Ko es 850 pM 0 menos.

Debe entenderse que los ensayos descritos anteriormente en el presente documento son ilustrativos, y que cualquier
método conocido en la técnica para determinar la afinidad de unién entre proteinas (por ejemplo, transferencia basada
en fluorescencia (FRET), ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas y ensayos de unién competitiva (por ejemplo,
radioinmunoensayos)) pueden usarse para evaluar las afinidades de unién de las Adnectinas antimiostatina de la
invencion.

Ensayos in vitro para la actividad antagonista

La capacidad de las Adnectinas antimiostatina para antagonizar la actividad de la miostatina puede determinarse
facilmente usando diversos ensayos in vitro. Preferentemente, los ensayos son ensayos de alto rendimiento que
permiten detectar miltiples Adnectinas candidatas simultineamente. En algunas realizaciones, los efectos
antagonistas de las Adnectinas antimiostatina sobre la actividad de la miostatina pueden determinarse en ensayos de
indicador de luciferasa del elemento sensible a la activina (ARE) basados en células, como se describe en el Ejemplo
3. En determinadas realizaciones, las Adnectinas antimiostatina de la invencion disminuyen la actividad ARE-luciferasa
inducida por miostatina en al menos un 10 %, al menos un 20 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un
50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 % o mas con respecto a un control al
coincubar miostatina con una Adnectina antimiostatina antes de estimular las células con la mezcla. Una reaccion de
control ilustrativa implica tratar células con miostatina sola o miostatina preincubada con un exceso de un inhibidor de
miostatina de referencia tal como Human Activin RIIB Fc Chimera (R&D Systems) o ActRIlb-Fc como se describe en
Morrison et al. (Experimental Neurology 2009; 217:258-68). En otras realizaciones, las Adnectinas antimiostatina de
la invencién inhiben la actividad indicadora de ARE-luciferasa con una CI50 de 500 nM o menos, 400 nM o menos,
300 nM o menos, 200 nM 0 menos, 100 nM o0 menos, 50 nM o0 menos, 10 nM o0 menos, 5 nM o0 menos, 1 nM, 0,5 nM
0 menos, 0,4 nM o menos, 0,3 nM 0 menos, 0,2 nM 0 menos 0 0,10 nM 0 menos, como se describe en el Ejemplo 3.

En otras realizaciones, los efectos antagonistas de las Adnectinas antimiostatina sobre la actividad de la miostatina
pueden determinarse midiendo el grado de fosforilacién de SMAD en células tratadas con miostatina, como se describe
en el Ejemplo 5. En determinadas realizaciones, las Adnectinas antimiostatina de la invencion disminuyen la
fosforilacion SMAD inducida por miostatina en al menos un 10 %, al menos un 20 %, al menos un 30 %, al menos un
40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un
95 % o al menos un 97 % o mas en relacién con un control al coincubar miostatina con una Adnectina antimiostatina
antes de estimular las células con la mezcla. Una reaccién de control ilustrativa implica tratar células con miostatina
sola o miostatina preincubada con un exceso de un inhibidor de miostatina de referencia tal como Human Activin RIIB
Fc Chimera (R&D Systems) o ActRlIlb-Fc como se describe en Morrison et al. (Experimental Neurology 2009; 217:258-
68). En algunas realizaciones, las Adnectinas antimiostatina de la invencién inhiben la fosforilacion de SMAD con una
CI50 de 1 nM o menos, 0,8 nM o0 menos, 0,6 nM o menos, 0,4 nM o menos, 0,3 nM o0 menos, 0,2 nM o menos 00,1 nM
0 menos en una respuesta de inhibicion de 12 puntos o 4 puntos, como se describe en el Ejemplo 5. En otras
realizaciones, las Adnectinas antimiostatina de la invencién a 10 nM inhiben la fosforilacion SMAD por la miostatina
en al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %,
al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 % o
al menos un 98 % o mas, como se describe en el Ejemplo 5.

Adicionalmente, se conocen varios sistemas modelo in vitro que usan células, cultivo de tejidos y métodos histologicos
para estudiar la enfermedad de la motoneurona. Por ejemplo, un corte organotipico de médula espinal de rata sometido
a excitotoxicidad por glutamato es Gtil como sistema modelo para probar la eficacia de las Adnectinas antimiostatina
en la prevencion de la degeneracion de las motoneuronas. Corse et al., Neurobiol. Dis. (1999) 6:335 346. Para un
analisis de sistemas in vitro para su uso en el estudio de ELA, véanse, por ejemplo, Bar, P. R., Eur. J. Pharmacol.
(2000) 405:285 295; Silani et al., J. Neurol. (2000) 247 Supl 1:128 36; Martin et al., Int. J. Mol. Med. (2000} 5:3 13.

Debe entenderse que los ensayos descritos en el presente documento son ilustrativos y que cualquier método
conocido en la técnica que pueda servir como lectura de la actividad de la miostatina es adecuado para su uso para
probar los efectos antagonistas de la miostatina de las Adnectinas antimiostatina de la invencién (por ejemplo, RT-
PCR en tiempo real de ARNm de genes diana de SMAD (por ejemplo, Smad 7; Ciarmela et al., Journal of Clinical
Endocrinology & Metabolism 2011;96;755-65) 0 ARNm de genes que contienen ARE).

Modelos in vivo

Existen diversos modelos animales reconocidos en la técnica que recapitulan los sintomas de enfermedades,
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trastornos y afecciones asociados a la atrofia muscular asociada, por ejemplo, a trastornos musculares,
neuromusculares, neurolégicos y metabdlicos. Estos modelos pueden usarse para probar la eficacia de las Adnectinas
antimiostatina de la invencién.

Por ejemplo, los ejemplos no limitantes de tales modelos animales incluyen, por ejemplo, el modelo de ratén con
distrofia muscular ligada al cromosoma X (mdx) (documento US2011/0008375, Gehrig et al., Nature 2012;484:394-8),
que incluye 4 cepas adicionales de ratén mdx mdx2cv, madx3cv, mdxdcv o ratdbn mdx5cv (Phelps et al., Human
Molecular Genetics. 1996;5(8):1149-1153), el ratdbn mdx con ablacién adicional del homélogo de distrofina utrofina
(mdx/utr’) (Deconinck et al., Cell. 1997;90(4):717-727), el ratdn C57BL/6 nulo alfa-SG (Duclos et al.i(1998) J. Cell Biol.
142, 1461-1471) y aquellos revisados recientemente en Nakamura et al., (J Biomed Biotechnol. 2011; N.2 de ID de
articulo: 184393), por ejemplo, el raton mdx52, en el cual se elimina el exén 52 del gen DMD murino, el modelo de
distrofia muscular del Golden Retriever (GRMD), la distrofia muscular canina ligada al cromosoma X (CXMD)) vy el
modelo de hipertrofia de distrofia muscular felina (HFMD) (por ejemplo, Shelton et al., Neuromuscular Disorders.
2005;15(2): 127-138).

Los modelos animales para el estudio de trastornos de motoneuronas tales como ELA son ratones transgénicos con
un gen mutante de superéxido dismutasa (SOD1) Cu/Zn ligado a ELA (mSOD1G93A y/o mSOD1G37R). Estos ratones
desarrollan un trastorno paralitico de aparicién en la edad adulta, de herencia dominante, con muchas de las
caracteristicas clinicas y patolégicas de la ELA familiar. (por ejemplo, Gurney et al., Science (1994) 264:1772 1775;
Nagano et al., Life Sci (2002) 72:541 548). Otros modelos animales incluyen dos modelos murinos naturales para la
neuronopatia motora progresiva (pmn) y el tambaleo (Haegggeli y Kato, Neurosci. Lett. (2002) 335:39 43). Para una
revisién de diversos modelos animales para su uso en el estudio de enfermedades de motoneuronas tales como ELA,
véanse, por ejemplo, Jankowsky et al., Curr Neurol Neurosci. Rep. (2002) 2:457 464; Elliott, J. L., Neurobiol. Dis.
(1999) 6:310 20; y Borchelt et al., Brain Pathol. (1998) 8:735 757.

Los modelos animales de otras enfermedades neurodegenerativas o neuropatolégicas ademas de la ELA incluyen un
modelo de ratén transgénico para evaluar la atrofia muscular espinal y bulbar (SBMA) (Katsuno et al., Neuron (2002)
35:843 854), modelos animales para poliomielitis paralitica humana (Ford et al., Microb. Pathog. (2002) 33:97 107),
modelos animales de atrofia muscular espinal (Schmid et al., J. Child Neurol. 22, 1004-1012, 2007), modelos animales
para miopatia distal y miopatia hereditaria por cuerpos de inclusiéon (Malicdan et al., Acta Myol. diciembre de 2007;
26(3): 171-175), el modelo murino de enfermedad desmielinizante genética (Suzuki et al., Microsc. Res. Tech.
1995;32:204-214) y aquellos descritos por Meyer ZuHdrste et al. (Curr. Opin. Neurol. 2006;19:464-473).

Los modelos animales para probar la eficacia de las Adnectinas antimiostatina de la invencién contra la pérdida de
volumen muscular debido a atrofia y/o inactividad incluyen, pero no se limitan a, modelos de ratén de inmovilizacién
unilateral (Madaro et al., Basic Applied Myology 2008;18:149-153), laceracién del tenddén de Aquiles (tenotomia)
(Bialek et al., Physiol Genomics 2011;43:1075-86) y aquellos desvelados en Powers et al. (Am J Physiol Regul Integr
Comp Physiol 2005;288:R337-44)), tales como, suspension de las patas traseras de los animales, inmovilizacion de
extremidades y ventilacion mecanica controlada.

Los modelos animales relevantes para probar la eficacia de las Adnectinas antimiostatina de la invencién en el
tratamiento de trastornos metabdlicos incluyen, pero no se limitan a, aquellos desvelados en Ramaro et al. (Indian J
Med Res 2007;125:451-472) y Kennedy et al. (Disease Models & Mechanisms 2010;3:156-166). Los ejemplos no
limitantes de tales modelos animales incluyen ratones Lep®°®, ratones Lepr®, ratones Kuo Kondo, ratones KK/AY,
ratones obesos de Nueva Zelanda (NZO), ratones NONcNZO10, ratones Tsumara Suzuki obesos con diabetes
(TSOD) y Tsumara Suzuki no obesos (TSNQ), ratones M16, ratas gordas Zucker, ratas gordas diabéticas Zucker, rata
SHR/N- cp, rata JCR/LA -cp, ratas gordas Otsuka Long Evans Tokushima, macacos obesos, ratas diabéticas Cohen,
ratas Goto-Kakizaki y ratones mutantes C57 BL/6 (Akita) no obesos. La diabetes tipo 2 también puede inducirse por
la dieta mediante, por ejemplo, alimentacién con piensos ricos en grasas a ratones C57BL6 no obesos no diabéticos
(Surwit et al., Diabetes 1988;37:1163-7). La diabetes tipo 2 también puede inducirse quimicamente con, por ejemplo,
orotioglucosa (Le Marchand Brustel et al, Am J Physiol 1978;234:E348-58) o0 estreptozotocina, o inducirse
quirdrgicamente (por ejemplo, animales diabéticos con pancreatomizacion parcial) (McNeil JH., Experimental models
of diabetes. Florida, US: CRC Press LLc; 1999; Sasaki et al., In Vivo 2000;14:535-41). También se sabe que muchos
modelos animales genéticos recapitulan los sintomas y fenotipos de los trastornos metabdlicos, tales como los
revisados en Kennedy et al., 2010 (supra).

En algunas realizaciones, la eficacia de las Adnectinas antimiostatina de la invencién para aumentar la masa o el
volumen muscular puede probarse mediante inyeccion subcutanea de ratones, como se describe en el Ejemplo 9.
Dado que la inhibicion de la miostatina aumenta la masa muscular, se espera que las Adnectinas antimiostatina de la
invencién aumenten el peso corporal y la masa muscular, en la medida en que pueda usarse para determinar la
potencia de las Adnectinas.

En algunas realizaciones, particularmente cuando las Adnectinas antimiostatina son inmunogénicas en ratones (por
ejemplo, debido al uso del dominio de fibronectina humana tipo Ill) y se desean tratamientos cronicos, las Adnectinas
antimiostatina de la invencién pueden administrarse a ratones SCID, que son incapaces de generar respuestas
inmunitarias celulares o humorales. En algunas realizaciones, Los ratones SCID pueden cruzarse con otros modelos
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genéticos, tales como aquellos descritos en el presente documento (por ejemplo, ratones diabéticos), para desarrollar
un modelo de ratén inmunocomprometido susceptible de tratamiento crénico con las Adnectinas antimiostatina de la
invencién.

VIIl. Aplicaciones terapéuticas

En un aspecto, la presente invencién proporciona Adnectinas antimiostatina Gtiles para el tratamiento de enfermedades
o trastornos relacionados con la miostatina, por ejemplo, trastornos de atrofia muscular, atrofia muscular, trastornos
metabolicos y trastornos degenerativos 6seos. En consecuencia, en el presente documento se describen métodos
para atenuar o inhibir una enfermedad o trastorno relacionado con la miostatina en un sujeto que comprenden
administrar una cantidad eficaz de polipéptido de unién a miostatina, es decir, una Adnectina antimiostatina, a un
sujeto. En algunas realizaciones, el sujeto es un ser humano. En algunas realizaciones, las Adnectinas antimiostatina
son farmacéuticamente aceptables para un mamifero, en particular, un ser humano. Un polipéptido
"farmacéuticamente aceptable” se refiere a un polipéptido que se administra a un animal sin consecuencias médicas
adversas significativas, tales como esencialmente libres de endotoxinas o niveles de endotoxinas muy bajos.

En algunas realizaciones, las Adnectinas antimiostatina de la presente invencién se administraran a un sujeto en
combinacion (al mismo tiempo o por separado) con un agente conocido en la técnica por ser Util para el trastorno o
enfermedad particular que se esta tratando.

En algunas realizaciones, la poblacién de pacientes diana para la terapia con Adnectina antimiostatina es aquella que
no es susceptible de terapia convencional para la enfermedad, el trastorno o la afeccién que se esta tratando debido
a, por ejemplo, edad, condiciones preexistentes, composicién genética y/o comorbilidades. Las Adnectinas
antimiostatina de la invencién pueden servir como alternativas a las terapias existentes que estan asociadas a efectos
secundarios sustanciales (por ejemplo, rendimiento reproductivo) o problemas de seguridad.

Las enfermedades, los trastornos y las afecciones ilustrativos para los que seran (tiles las Adnectinas antimiostatina
de la presente invencién se describen con mas detalle a continuacion.

Enfermedades y trastornos musculares, neuroldgicos y metabdlicos

Las Adnectinas antimiostatina de la presente invencién pueden usarse para tratar trastornos musculares, neurolégicos
y metabodlicos asociados a desgaste muscular y/o atrofia muscular. Por ejemplo, la sobreexpresién de miostatina in
vivo induce signos y sintomas caracteristicos de la caquexia, y los agentes de unidon a miostatina pueden resolver
parcialmente el efecto de desgaste muscular de la miostatina (Zimmers et al., Science 2002;296:1486-8). Los
pacientes con SIDA también presentan niveles séricos elevados de material inmunorreactivo de miostatina en
comparacién con pacientes sin SIDA o con pacientes con SIDA que no presentan pérdida de peso (Gonzalez-Cadavid
et al.,, PNAS 1998;95:14938-43). También se ha observado que la eliminacion de miostatina especifica del corazén
reduce la atrofia del muisculo esquelético en ratones con insuficiencia cardiaca y, a la inversa, sobreexpresar
especificamente miostatina en el corazén es suficiente para inducir atrofia muscular (Breitbart et al., AJP-Heart;
2011;300:H1973-82). Por el contrario, los ratones inactivados para miostatina muestran un aumento de la masa
muscular y una disminucién de la acumulacion de grasa dependiente de la edad en comparacién con sus homoélogos
de tipo silvestre (McPherron et al., J. Clin. Invest. 2002;109:595-601).

Los trastornos ilustrativos que pueden tratarse de acuerdo con el uso médico de la invencién incluyen miopatias y
neuropatias, incluyendo, por ejemplo, enfermedad de la motoneurona, trastornos neuromusculares y neurolégicos.

Por ejemplo, las Adnectinas antimiostatina pueden usarse para tratar miopatias hereditarias y trastornos
neuromusculares (por ejemplo, distrofia muscular (Gonzalez-Kadavid et al., PNAS, 1998;95:14938-43), trastornos de
las motoneuronas, miopatias congénitas, miopatias inflamatorias y miopatias metabdlicas), asi como miopatias
adquiridas (por ejemplo, miopatia inducida por farmacos, miopatia inducida por toxinas, miopatia inducida por
infeccion, miopatia paraneoplasica y otras miopatias asociadas a enfermedades criticas).

Dichos trastornos incluyen, pero no se limitan a, distrofia muscular de Duchenne, distrofia muscular progresiva,
distrofia muscular tipo Becker, distrofia muscular de Dejerine-Landouzy, distrofia muscular de Erb, distrofia muscular
de Emery Dreifuss, distrofia muscular de cinturas, distrofia muscular oculofaringea (OPMD), distrofia muscular
facioescapulohumeral, distrofia muscular congénita, distrofia muscular neuroaxonal infantil, distrofia mioténica
(enfermedad de Steinert), distrofia muscular distal, miopatia nemalinica, pardlisis periddica familiar, miotonia no
distréfica, pardlisis periddica, atrofia muscular espinal, atrofia muscular espinal (AME), esclerosis lateral amiotrofica
(ELA), esclerosis lateral primaria (ELP), atrofia muscular progresiva (PMA), miopatia distal, miopatia
miotubular/centronuclear, miopatia nemalinica, enfermedad del mini ndcleo, enfermedad del nicleo central,
desminopatia, miositis por cuerpos de inclusién, dermatomiositis, polimiositis, miopatia mitocondrial, sindrome
miasténico congénito, miastenia grave, disfuncion muscular pospolio, miopatia esteroide, miopatia alcohélica, atrofia
muscular perioperatoria y neuromiopatia en la UCI.

Las neuropatias y radiculopatias hereditarias y adquiridas que pueden tratarse con Adnectinas antimiostatina incluyen,
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pero no se limitan a, sindrome de la columna rigida, enfermedad musculo-ojo-cerebro, herencia de neuropatia motora
y sensorial, enfermedad de Charcot-Marie-Tooth, neuropatia inflamatoria crénica, neuropatia hipertréfica progresiva,
neuropatia tomaculosa, lupus, sindrome de Guillain-Barré, polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica,
esclerosis multiple, sarcoidosis, neuropatia diabética, neuropatia alcohdlica, neuropatias relacionadas con
enfermedades (por ejemplo, VIH/SIDA, enfermedad de Lyme), neuropatias relacionadas con toxinas (por ejemplo,
metales pesados, quimioterapia), neuropatias por compresion (por ejemplo, tumores, neuropatia por atrapamiento) y
neuropatias asociadas a lesiones o traumatismos (por ejemplo, sindrome de cola equina, paraplegia, quadriplegia).

En algunas realizaciones, las Adnectinas antimiostatina de la invencién pueden usarse para tratar distrofias
musculares (por ejemplo, distrofia muscular de Duchenne, distrofia muscular tipo Becker), ELA y sarcopenia.

Los trastornos adicionales asociados a atrofia muscular que pueden tratarse con las Adnectinas antimiostatina de la
invencién incluyen caquexia, sindrome consuntivo, sarcopenia, enfermedad pulmonar obstructiva congestiva, fibrosis
quistica (cagquexia pulmonar), enfermedad o insuficiencia cardiaca (caquexia cardiaca), cancer, desgaste debido al
SIDA, desgaste debido a insuficiencia renal, nefropatia, claudicacién, caquexia asociada a didlisis, uremia, artritis
reumatoide, lesién muscular, cirugia, reparacién del musculo dafiado, fragilidad, atrofia por desuso, osteoporosis,
artrosis, crecimiento y reparacion de ligamentos.

Las Adnectinas antimiostatina de la invencién también pueden usarse para aumentar el volumen muscular en sujetos
que padecen atrofia muscular debido al desuso. La atrofia por desuso puede deberse a numerosas causas, incluyendo
cualquier trastorno o estado que conduzca a una inmovilidad prolongada o desuso, incluyendo, pero no limitado al
reposo prolongado en cama, estar en silla de ruedas, inmovilizacion de extremidades, descarga del diafragma
mediante ventilacién mecanica, trasplante de o6rganos soélidos, reemplazo de articulaciones, ictus, debilidad
relacionada con dafio al SNC, lesién de la médula espinal, recuperacién de una quemadura grave, hemodialisis crénica
sedentaria, recuperacion postraumatica, recuperacion post-sepsis y exposicion a la microgravedad (Powers et al., Am
JPhysiol Regul Integr Comp Physiol 2005;288:R337-44).

Ademas, los aumentos relacionados con la edad en la proporcion de grasa y muasculo y la atrofia muscular relacionada
con la edad parecen estar relacionados con la miostatina. Por ejemplo, la proteina inmunorreactiva sérica promedio
de miostatina aumentd con la edad en grupos de hombres y mujeres jévenes (19-35 afios), de mediana edad (36-
75 afios) y ancianos (76-92 afios), mientras que la masa muscular promedio y la masa libre de grasa disminuyeron
con la edad en estos grupos (Yarasheski et al. J Nutr Aging 6(5):343-8 (2002})). En consecuencia, los sujetos con
atrofia muscular debido al envejecimiento y/o sujetos fragiles debido a, por ejemplo, sarcopenia, también se
beneficiarian del tratamiento con las Adnectinas antimiostatina de la invencién.

También se contemplan métodos para aumentar la masa muscular en animales destinados al consumo mediante la
administracién de una dosificacion eficaz de Adnectinas antimiostatina a estos animales. Dado que €l polipéptido de
miostatina C-terminal maduro es idéntico en todas las especies, se esperaria que las Adnectinas antimiostatina
aumenten eficazmente la masa muscular y reduzcan la grasa en cualquier especie agricolamente importante, por
ejemplo, pero no limitado a, ganado bovino, pollo, pavos y cerdos.

La eficacia de la Adnectina antimiostatina en el tratamiento de trastornos de desgaste muscular o atrofia muscular
puede determinarse, por ejemplo, mediante uno 0 mas métodos para medir un aumento en la masa o el volumen
muscular, un aumento en el nimero de células musculares (hiperplasia), un aumento en el tamafio de las células
musculares (hipertrofia) y/o un aumento en la fuerza muscular. Por ejemplo, los efectos de aumento del volumen
muscular de las Adnectinas antimiostatina de la presente invencion se demuestran en los ejemplos descritos mas
adelante. Los métodos para determinar el "aumento de masa muscular” son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo,
el contenido muscular puede medirse antes y después de la administracién de una Adnectina antimiostatina de la
invencién usando técnicas convencionales, tales como el pesaje bajo el agua (véase, por ejemplo, Bhasin et al. New
Eng. J. Med. (1996) 335:1-7) y absorciometria de rayos X de energia doble (véase, por ejemplo, Bhasin et al. Mol.
Endocrinol. (1998) 83:3155-3162). Un aumento en el tamafio de los mlsculos puede evidenciarse por un aumento de
peso de al menos aproximadamente el 5-10 %, preferentemente al menos aproximadamente el 10-20 % o mas.

Trastornos metabdlicos

Las Adnectinas antimiostatina de la presente invencién, que reducen la actividad y/o la sefializacién de la miostatina,
son Utiles para el tratamiento de trastornos metabdlicos, tales como obesidad, diabetes mellitus de tipo Il, trastornos
asociados a la diabetes, sindrome metabdlico e hiperglucemia.

La miostatina esté implicada en la patogénesis de la diabetes mellitus tipo Il. La miostatina se expresa en el tejido
adiposo y los ratones con deficiencia de miostatina presentan una reduccién de la acumulacién de grasa a medida
que envejecen. Por otra parte, la carga de glucosa, la acumulacién de grasa y el peso corporal total se reducen en
ratones que carecen de amarillo letal aguti y obesos (Lep°) (Yen et al., FASEB J. 8:479, 1994; McPherron et al.,
2002). Como se desvela en el documento US2011/0008375, los antagonistas de la miostatina pueden disminuir la
proporcién de grasa y musculo en un modelo de ratén envejecido, preservar la masa del masculo esquelético y la
masa corporal magra y atenuar la hipertrofia renal en ratones diabéticos inducidos por STZ.
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Como se usa en el presente documento, la "obesidad" es una afeccién en la que el exceso de grasa corporal se ha
acumulado hasta tal punto que la salud puede verse afectada negativamente. Comunmente se define como un indice
de masa corporal (IMC) de 30 kg/m? 0 mas, lo que lo distingue del sobrepeso definido por un IMC de 25 kg/m? 0 mas
(véase, por ejemplo, Organizacion Mundial de la Salud (2000) (PDF). Serie de informes técnicos 894: Obesity:
Preventing and managing the global epidemic. Ginebra: Organizacién Mundial de la Salud). El peso corporal excesivo
esta asociado a diversas enfermedades, particularmente enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus tipo I,
apnea obstructiva del suefio, determinados tipos de cancer y osteoartritis.

Puede identificarse un sujeto con obesidad, por ejemplo, determinando el IMC (el IMC se calcula dividiendo la masa
del sujeto por el cuadrado de su altura), la circunferencia de cintura y la relacién cintura-cadera (la circunferencia
absoluta de la cintura (>102 cm en hombres y >88 cm en mujeres) y la relacién cintura-cadera (la circunferencia de la
cintura dividida por la de las caderas de >0,9 para hombres y > 0,85 para mujeres) (véase, por ejemplo, Yusuf S, et
al., (2004). Lancet 364: 937-52) y/o el porcentaje de grasa corporal (grasa corporal total expresada como porcentaje
del peso corporal total: los hombres con mas del 25 % de grasa corporal y las mujeres con mas del 33 % de grasa
corporal son obesos; el porcentaje de grasa corporal puede estimarse a partir del IMC de una persona mediante la
siguiente formula: % de grasa corporal = (1,2 * IMC) + (0,23 * edad) - 5,4 - (10,8 * sexo), donde el género es 0 si es
mujer y 1 si es hombre). Las técnicas de medicién del porcentaje de grasa corporal incluyen, por ejemplo, tomografia
computarizada (barrido CT), formacién de imagenes por resonancia magnética (IRM) y absorciometria de rayos X de
energia dual (DEXA).

La expresién "diabetes tipo II" se refiere a una enfermedad crénica, de por vida que se produce cuando la insulina del
cuerpo no funciona eficazmente. Un componente principal de la diabetes tipo Il es la "resistencia a la insulina", en
donde la insulina producida por el pancreas no puede conectarse con las células grasas y musculares para permitir
que la glucosa del interior produzca energia, provocando hiperglucemia (nivel alto de glucosa en sangre). Para
compensar, el pancreas produce mas insulina, y las células, sintiendo esta avalancha de insulina, se vuelven alin mas
resistentes, lo que resulta en un circulo vicioso de niveles altos de glucosa y, a menudo, niveles altos de insulina.

La expresion "trastornos asociados a la diabetes" o "trastornos asociados a diabetes" o "trastornos relacionados con
la diabetes", como se usa en el presente documento, se refiere a afecciones y otras enfermedades que estan
comunmente asociadas o relacionadas con la diabetes. Algunos ejemplos de trastornos asociados a la diabetes
incluyen, por ejemplo, hiperglucemia, hiperinsulinemia, hiperlipidemia, resistencia a insulina, metabolismo de la
glucosa alterado, obesidad, retinopatia diabética, degeneracibn macular, cataratas, nefropatia diabética,
glomeruloesclerosis, neuropatia diabética, disfuncion eréctil, sindrome premenstrual, restenosis vascular, colitis
ulcerosa, cardiopatia coronaria, hipertensién, angina de pecho, infarto de miocardio, ictus, trastornos de la piel y del
tejido conectivo, Ulceras del pie, acidosis metabdlica, artritis y osteoporosis.

La eficacia de las Adnectinas antimiostatina en el tratamiento de trastornos metabdlicos puede determinarse, por
ejemplo, mediante uno o mas métodos para medir un aumento en la sensibilidad a la insulina, un aumento en la
absorcion de glucosa por las células del sujeto, una disminucion de los niveles de glucosa en sangre y una disminucién
de la grasa corporal.

Por ejemplo, en sujetos que tienen diabetes tipo Il 0 que tienen riesgo de desarrollar diabetes, pueden controlarse los
niveles de HbA1c. El término "hemoglobina 1AC" o "HbA1c" como se usa en el presente documento se refiere al
producto de una glicacion no enzimatica de la cadena B de hemoglobina. El intervalo diana deseado de niveles de
HbA1c¢ para personas con diabetes puede determinarse a partir de las directrices de la American Diabetes Association
(ADA), es decir, los Standards of Medical Care in Diabetes (Diabetes Care 2012;35(Supl 1):5511-563). Los niveles
diana actuales de HbA1c son generalmente <7,0 % para las personas con diabetes y las personas que no tienen
diabetes suelen tener valores de HbA1¢ inferiores al 6 %. En consecuencia, la eficacia de las Adnectinas antimiostatina
de la presente invencién puede determinarse mediante una disminucién observada en el nivel de HBA1c en un sujeto.

Una Adnectina antimiostatina de la invencion puede administrarse sola o en combinacién con otros agentes que se
conocen en la técnica para el control glucémico (por ejemplo, insulina, GLP1) o para el tratamiento de complicaciones
relacionadas con la diabetes reconocidas en la técnica.

Otros trastornos

Los ratones inactivados para miostatina exhiben un aumento de masa muscular, asi como un mayor contenido mineral
y densidad del humero del raton, y un mayor contenido mineral del hueso trabecular y cortical en las regiones donde
se unen los musculos (Hamrick et al. Calcif Tissue Intl 2002;71:63-8). Esto sugiere que aumentar la masa muscular
puede ayudar a mejorar la fuerza 6sea y reducir la osteoporosis y otras enfermedades 6seas degenerativas.

Las enfermedades o los trastornos adicionales para los cuales las Adnectinas antimiostatina de la presente invencion

son utiles incluyen la cicatrizacién de heridas, enfermedad antifibrética, Sindrome de Lambert-Eaton y enfermedad de
Parkinson.
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Terapias de combinacion

Las Adnectinas antimiostatina proporcionadas en el presente documento pueden emplearse en combinacién con
agentes antidiabéticos, agentes antihiperglucémicos, agentes antihiperinsulinémicos, agentes antirretinopaticos,
agentes antineuropaticos, agentes antineurodegenerativos, agentes antinefropaticos, agentes antiateroscleréticos,
agentes antiisquémicos, agentes antihipertensores, agentes antiobesidad, agentes antidislipidémicos, agentes
antidislipidémicos, agentes antihiperlipidémicos, agentes hipertrigliceridémicos, agentes antihipercolesterolémicos,
agentes antirreestenoticos, agentes antipancreaticos, agentes hipolipemiantes, agentes anorexigénicos, agentes que
mejoran la memoria, agentes antidemencia o agentes promotores de la cognicion, supresores del apetito, tratamientos
neuro- o musculo-restauradores, tratamientos de la insuficiencia cardiaca, tratamientos para la enfermedad arterial
periférica y agentes antiinflamatorios.

Los agentes antidiabéticos usados en combinacién con las Adnectinas antimiostatina incluyen, pero no se limitan a,
secretagogos de la insulina o sensibilizantes de la insulina, moduladores del receptor de GPR40 u otros agentes
antidiabéticos. Estos agentes incluyen, pero no se limitan a, inhibidores de la dipeptidil peptidasa IV (DP4) (por ejemplo,
sitagliptina, saxagliptina, alogliptina, vildagliptina y similares), biguanidas (por ejemplo, metformina, fenformina y
similares), sulfonilureas (por ejemplo, gliburida, glimepirida, glipizida y similares), inhibidores de glucosidasa (por
ejemplo, acarbosa, miglitol y similares), agonistas de PPAPYy, tales como tiazolidindionas (por ejemplo, rosiglitazona,
pioglitazona y similares), agonistas dobles de PPAR aly (por ejemplo, muraglitazar, tesaglitazar, aleglitazar y
similares), activadores de la glucoquinasa (como se describe en Fyfe et al., Drugs of the Future, 34(8):641-653 (2009)),
moduladores del receptor GPR119 (MBX-2952, PSN821, APD597 y similares), inhibidores de SGLT2 (dapaglifozina,
canagliflozina, remagliflozina y similares), analogos de amilina, tales como pramlintida y/o insulina. Pueden
encontrarse revisiones de las terapias actuales y emergentes para el tratamiento de la diabetes en: Mohler et al.,
Medicinal Research Reviews, 29(1):125-195 (2009) y Mizuno et al., Current Medicinal Chemistry, 15:61-74 (2008).

Las Adnectinas antimiostatina de la presente invencion también pueden emplearse opcionalmente en combinacion
con uno o mas agentes hipofagicos tales como dietilpropion, fendimetrazina, fentermina, orlistat, sibutramina,
lorcaserina, pramlintida, topiramato, antagonistas de receptores de MCHR1, oxintomodulina, naltrexona, péptido
amilina, moduladores del receptor de NPY Y5, moduladores del receptor de NPY Y2, moduladores del receptor de
NPY Y4, cetilistat, moduladores del receptor SHT2¢ y similares. Las Adnectinas antimiostatina de la presente invencién
también pueden emplearse junto con un agonista del receptor del péptido 1 analogo al glucagén (GLP-1 R), tales
como exenatida, liraglutida, GPR-1(1-36)amida, GLP-1(7-36)amida, GLP-1(7-37) (como se desvela en la Pat. de
EE.UU. N.? 5.614.492 de Habener), que pueden administrarse mediante inyeccién, por via intranasal o mediante
dispositivos transdérmicos o bucales. Pueden encontrarse revisiones de las terapias actuales y emergentes para el
tratamiento de la obesidad en: Melnikova et al., Nature Reviews Drug Discovery, 5:369-370 (2006); Jones, Nature
Reviews: Drug Discovery, 8:833-834 (2009); Obici, Endocrinology, 150(6):2512-2517 (2009); y Elangbam, Vet. Pathol.,
46(1):10-24 (2009).

Las Adnectinas antimiostatina de la presente invencién también pueden administrarse con uno o mas agentes
terapéuticos adicionales, segun sea apropiado para la enfermedad o el trastorno particular que se esta tratando. Los
ejemplos no limitantes de agentes adicionales incluyen aquellos que son Utiles para tratar trastornos metabdlicos tales
como diabetes tipo Il y sarcopenia e incluyen, pero no se limitan a, GLP-1, tipo GLP-1, amilina y FGF21; aquellos que
son Utiles para el tratamiento de enfermedad antifibrética, enfermedad neuromuscular, enfermedad de la motoneurona
y sarcopenia e incluyen, pero no se limitan a, grelina, SARM, Riluzol, testosterona, andrégenos, hormona del
crecimiento, terapia de reemplazo hormonal, inhibidores de COX-2, activadores de troponina, agonistas de 2, CTLA4-
Ig (por ejemplo, abetacept, belatacept) y anticuerpos anti-TGFp; aquellos que son Utiles para tratar la caquexia y otros
sindromes de desgaste e incluyen, pero no se limitan a, Inhibidores de la quinasa del receptor TGF, inhibidores de
anti-IL-6 y ubiquitina-proteosoma; aquellos que son Utiles para tratar los calambres musculares asociados a miotonia
y PLS incluyen, pero no se limitan a fitoina, quinina, Baclofeno y tizanidina; aquellos que son Utiles para las neuropatias
incluyen antidepresivos (por ejemplo, triciclicos e inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina-norepinefrina
(IRSN}), anticonvulsionantes, canabinoides, toxina botulinica de Tipo A, antagonistas de NMDA (por ejemplo,
ketamina), suplementos dietéticos (por ejemplo, acido alfa lipoico y benfotiamina); aquellos que son Utiles para el
tratamiento de neuropatias inflamatorias crénicas incluyen, pero no se limitan a, corticoesteroides, inmunoglobulina
intravenosa y farmacos inmunosupresores (por ejemplo, ciclofosfamida, ciclosporina, azatiiprina, micofenolato de
mofetilo, globulina antitimocitica, rituximab); y aquellos que son Utiles para tratar el sindrome de Guillain Barré,
sarcopenia, fractura y pérdida 6sea e incluyen, pero no se limitan a, Boniva (ibandronato) y PTH.

Las Adnectinas antimiostatina de la presente invencién pueden administrarse con uno o mas agentes adicionales
usados en terapia sintomatica. Los ejemplos no limitantes de tales agentes para tratar los sintomas de la ELA incluyen
activadores de poros de transicion de permeabilidad mitocondrial (MPT), activadores rapidos de troponina esquelética,
reguladores de macrofagos (por ejemplo, NP001), agentes para el tratamiento de enfermedades por almacenamiento
lisosémico (por ejemplo, NPOO3) y antagonistas del receptor nicotinico de acetilcolina (nAchR). Un ejemplo no limitante
de un agente adicional para su uso en el tratamiento de los sintomas de DMD/BMD es un agente que aumenta los
niveles de ATP.

Las Adnectinas antimiostatina de la presente invencién también pueden administrarse con uno o mas agentes
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adicionales usados en terapia de modificacién de la enfermedad. Los ejemplos no limitantes de tales agentes para
tratar la ELA incluyen eliminadores de radicales libres (por ejemplo, edaravona (norfenazona), CV-3611), agonistas
de VEGF (por ejemplo, SNN0029), proteina | Nogo-A (por ejemplo, GSK122324), inhibidores de SOD1 (por ejemplo,
ISIS-SOD1RXx) e inhibidores de la PGE sintasa 1 (por ejemplo, AAD-2004). Los ejemplos no limitantes de tales agentes
para tratar DMD/BMD incluyen aquellos que promueven la omisiéon de exones (por ejemplo, moléculas antisentido
tales como drisapersen (PRO051/GSK2402968), PRO044, Eteplirsen, AVI-4658, AVI-5038, Ataluren (PTC124)),
agentes de genoterapia, agentes antiinflamatorios (por ejemplo, CRD007) y agentes antifibréticos (por ejemplo, HT-
100).

Como se ha analizado anteriormente, pueden usarse agentes que promueven la omisién de exones en combinacioén
con las Adnectinas antimiostatina de la presente invencién para tratar la distrofia muscular de Duchenne y la distrofia
muscular de tipo Becker. Los ejemplos de exones especificos que pueden marcarse como diana para restaurar la
distrofina funcional incluyen los exones 7, 8, 17, 43, 44, 45, 46, 50, 51, 52, 53 y 55 (véase, por ejemplo, Lu et al.,
Molecular Therapy 2011;19:9-15). En algunas realizaciones, mas de un agente, por ejemplo, oligonucleétidos
antisentido, puede usarse para inducir la omisién de multiples exones.

IX. Composiciones farmacéuticas

La presente invencion proporciona ademdas composiciones farmacéuticas que comprenden una Adnectina
antimiostatina o proteinas de fusién de la misma, en donde la composicion esta esencialmente libre de endotoxinas,
o al menos no contiene mas que niveles aceptables de endotoxinas segun lo determinado por la agencia reguladora
apropiada (por ejemplo, FDA).

Las composiciones de la presente invencion pueden estar en forma de pildora, comprimido, capsula, liquido o
comprimido de liberacién sostenida para administracién oral; un liquido para administracién intravenosa, subcutanea
o parenteral; o un gel, una locién, una pomada, una crema o un polimero u otro vehiculo de liberacién sostenida para
administracién local.

Métodos bien conocidos en la técnica para preparar composiciones se encuentran, por ejemplo, en "Remington: The
Science and Practice of Pharmacy" (20a ed., ed. A. R. Gennaro AR., 2000, Lippincott Williams & Wilkins, Filadelfia,
Pa.). Las composiciones para administraciéon parenteral pueden, por ejemplo, contener excipientes, agua estéril,
solucion salina, polialquilenglicoles tales como polietilenglicol, aceites de origen vegetal o naftalenos hidrogenados.
Pueden usarse polimero de lactida, copolimeros de lactida/glicolida o copolimeros de polioxietileno-polioxipropileno
biocompatibles biodegradables para controlar la liberacion de los compuestos. Las composiciones de nanoparticulas
(por ejemplo, nanoparticulas biodegradables, nanoparticulas lipidicas sélidas, liposomas) pueden usarse para
controlar la biodistribuciéon de los compuestos. Otros sistemas de administracién parenteral potencialmente Utiles
incluyen particulas de copolimero de etileno-acetato de vinilo, bombas osméticas, sistemas de infusién implantables
y liposomas. La concentracion del compuesto en la composicion varia dependiendo de varios factores, incluyendo la
dosis del farmaco a administrar y la via de administracion.

Los vehiculos, excipientes o estabilizantes aceptables no son toxicos para los receptores a las dosificaciones y
concentraciones empleadas e incluyen tampones tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos; antioxidantes
incluyendo acido ascorbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de octadecildimetilbencil amonio; cloruro de
hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquil parabenos, tales
como metil o propil parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso
molecular (de menos de aproximadamente 10 restos); proteinas, tales como seroalbumina, gelatina o
inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina,
asparagina, histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos, incluyendo glucosa, manosa
o dextranos; agentes quelantes tales como EDTA; azlicares tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol;
contraiones formadores de sales, tales como sodio; complejos metalicos (por ejemplo, complejos de Zn-proteina); y/o
tensioactivos no idnicos, tales como Tween, PLURONIC™ o polietilenglicol (PEG).

Los polipéptidos de la presente invencién pueden administrarse opcionalmente como una sal farmacéuticamente
aceptable, tal como sales de adicién de acido no téxicas o los complejos de metales que se usan cominmente en la
industria farmacéutica. Los ejemplos de sales de adicion de acidos incluyen acidos organicos tales como acidos
acético, lactico, pamoico, maleico, citrico, malico, ascoérbico, succinico, benzoico, palmitico, subérico, salicilico,
tartarico, metanosulfénico, toluenosulfénico o trifluoroacético o similares; acidos poliméricos tales como acido tanico,
carboximetilcelulosa o similares; y acidos inorganicos tales como acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfarico,
acido fosférico o similares. Los complejos metalicos incluyen cinc, hierro y similares. En un ejemplo, el polipéptido se
formula en presencia de acetato sodico para aumentar la estabilidad térmica.

Los principios activos también pueden estar atrapados en una microcapsula preparada, por ejemplo, mediante técnicas
de coacervacién o mediante polimerizacién interfacial, por ejemplo, microcapsula de hidroximetilcelulosa o gelatina y
microcapsula de poli-(metiimetacilato), respectivamente, en sistemas de suministro de farmacos coloidales (por
ejemplo, liposomas, microesferas de albimina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en
macroemulsiones. Dichas técnicas se desvelan en Remington's Pharmaceutical Sciences 162 edicién, Osol, A. Ed.
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(1980).

Pueden prepararse preparaciones de liberacién sostenida. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidrofobos sélidos que contienen las proteinas de la
invencién, cuyas matrices estan en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas o microcapsulas. Los
ejemplos de matrices de liberacion sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-
metacrilato) o poli(vinilalcohol)), polilactidas (Pat. de EE.UU N.2 3.773.919), copolimeros de acido L-glutamico y etil-L-
glutamato, acetato de etileno-vinilo no degradable, copolimeros de acido lactico-acido glicélico degradables, tales
como la serie LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas por un copolimero de acido lactico-acido
glicélico y acetato de leuprolida) y poli-acido D-(-)-3-hidroxibutirico. Mientras que los polimeros tales como
etilvinilacetato y acido lactico-acido glicélico permiten la liberacién de moléculas durante mas de 100 dias,
determinados hidrogeles liberan proteinas durante periodos de tiempo mas cortos. Cuando las proteinas encapsuladas
de la invencién pueden permanecer en el cuerpo durante mucho tiempo, pueden desnaturalizarse o agregarse como
resultado de la exposicion a la humedad a 37 °C, dando como resultado una pérdida de actividad biolégica y posibles
cambios en la inmunogenicidad. Pueden desarrollarse estrategias racionales para la estabilizacién dependiendo del
mecanismo implicado. Por ejemplo, si se descubre que el mecanismo de agregacion es la formacion de enlaces S-S
intermoleculares a través del intercambio de tio-disulfuro, puede lograrse la estabilizacién modificando los restos de
sulfhidrilo, liofilizando a partir de soluciones acidas, controlando el contenido de humedad, usando aditivos adecuados
y desarrollando composiciones de matrices poliméricas especificas.

Las composiciones de la presente invencién para uso oral incluyen comprimidos que contienen el principio o principios
activos en una mezcla con excipientes no téxicos farmacéuticamente aceptables. Estos excipientes pueden ser, por
ejemplo, diluyentes o cargas inertes (por ejemplo, sacarosa y sorbitol), agentes lubricantes, deslizantes vy
antiadhesivos (por ejemplo, estearato de magnesio, estearato de cinc, acido estearico, silices, aceites vegetales
hidrogenados o talco). Las composiciones para uso oral también pueden proporcionarse como comprimidos
masticables, o como capsulas de gelatina dura en donde el principio activo se mezcla con un diluyente sélido inerte,
0 como capsulas de gelatina blanda en donde el principio activo se mezcla con agua o un medio de aceite.

La composicién farmacéutica que se usara para la administracion in vivo debe ser estéril. Esto puede llevarse a cabo
mediante filtracion a través de membranas de filtracién estériles. Cuando la composicion esté liofilizada, la
esterilizacion usando este método puede realizarse antes o después de la liofilizacion y reconstitucién. La composicion
para administracién parenteral puede almacenarse en forma liofilizada o en una solucién. Ademas, las composiciones
parenterales generalmente se colocan en un recipiente que tiene un puerto de acceso estéril, por ejemplo, una bolsa
o un vial de solucién intravenosa que tiene un tapén perforable por una aguja de inyeccién hipodérmica.

Una vez que se ha formulado la composicion farmacéutica, puede almacenarse en viales estériles como una solucion,
una suspension, un gel, una emulsién, un sélido o como un polvo deshidratado o liofilizado. Dichas formulaciones
pueden almacenarse en una forma lista para su uso o bien en una forma (por ejemplo, liofilizada) que requiere
reconstitucion antes de la administracion.

Las composiciones del presente documento también pueden contener mas de un compuesto activo seguin sea
necesario para la indicacion particular a tratar, preferentemente aquellos con actividades complementarias que no se
afecten negativamente entre si. Dichas moléculas estan presentes de manera adecuada en combinacién en
cantidades que son eficaces para el fin previsto.

X. Administracion

Una composicién farmacéutica que comprende una Adnectina antimiostatina de la presente invencion puede
administrarse a un sujeto en riesgo de padecer o que exhibe patologias como se describe en el presente documento
usando técnicas de administracién convencionales que incluyen administracién oral, parenteral, pulmonar,
transdérmica, intramuscular, intranasal, bucal, sublingual o en supositorios. Preferentemente, la administracién de las
Adnectinas antimiostatina de la invencion es parenteral. El término parenteral como se usa en el presente documento
incluye administracién intravenosa, intramuscular, subcutanea, rectal, vaginal o intraperitoneal. Se prefiere la
administracién sistémica periférica mediante inyeccion intravenosa, intraperitoneal o subcutanea.

Una dosis terapéuticamente eficaz se refiere a una dosis que produce los efectos terapéuticos para los que se
administra. La cantidad eficaz de una composicién farmacéutica a emplear terapéuticamente dependera, por ejemplo,
del contexto y las dianas terapéuticas. Un experto en la materia apreciara que los niveles de dosificacién apropiados
para el tratamiento variaran, por lo tanto, dependiendo, en parte, de la molécula suministrada, de la indicacién para la
cual se usa la molécula del agente de unién, de la via de administracion y del tamarfio (peso corporal, superficie corporal
u tamafio del 6rgano) y/o de la condicion (edad y estado general de salud) del paciente.

Por ejemplo, la dosis terapéuticamente eficaz puede estimarse inicialmente en ensayos de cultivo celular o en modelos
animales tales como ratones, ratas, conejos, perros, cerdos 0 monos. Un modelo animal también puede usarse para
determinar el intervalo de concentracién y la via de administracion apropiados. Tal informacién puede usarse a
continuacion para determinar las dosis y las vias de administracién utiles en seres humanos.
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La dosis exacta se determinara a la luz de factores relacionados con el sujeto que requiere tratamiento y puede
determinarse usando técnicas convencionales. La dosificacion y la administracion se ajustan para proporcionar niveles
suficientes del compuesto activo o para mantener el efecto deseado. Los factores que pueden tenerse en cuenta
incluyen la gravedad de la patologia, la salud general del sujeto, la edad, el peso y el sexo del sujeto, el momento y la
frecuencia de administracién, la combinacién o combinaciones de farmacos, las sensibilidades de reaccién y la
respuesta a la terapia. En general, las Adnectinas antimiostatina de la presente invencion se administran a
aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg por dia, preferentemente de 0,01 mg/kg a
aproximadamente 30 mg/kg por dia, lo mas preferentemente de 0,01 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg por dia. En
algunas realizaciones, las Adnectinas antimiostatina de la presente invencion se administran en dosis semanales de
aproximadamente 1 a 50 mg, mas preferentemente aproximadamente 10-50 mg. En otras realizaciones, las
Adnectinas antimiostatina de la presente invencién se administran en dosis mensuales de 30-200 mg, preferentemente
50-150 mg y mas preferentemente 60-120 mg.

La frecuencia de la dosificacion dependera de los parametros farmacocinéticos de la molécula del agente aglutinante
en la formulacién usada. Normalmente, se administra una composicion hasta alcanzar una dosificacién que consiga
el efecto deseado. Por lo tanto, la composicién puede administrarse como una dosis Unica o como dosis multiples (en
concentraciones/dosis iguales o diferentes) a lo largo del tiempo, 0 como una infusién continua. Rutinariamente se
realiza un mayor refinamiento de la dosis adecuada. Pueden determinarse las dosis adecuadas mediante el uso de
datos de dosis-respuesta apropiados. Por ejemplo, la Adnectina antimiostatina puede administrarse diariamente (por
ejemplo, una vez, dos veces, tres veces o cuatro veces al dia) o con menos frecuencia (por ejemplo, una vez cada
dos dias, una o dos veces por semana o mensualmente). Ademas, como se conoce en la técnica, los ajustes por edad
asi como para peso corporal, el estado de salud general, el sexo, la dieta, el tiempo de administracién, la interaccion
farmacologica y la gravedad de la enfermedad pueden ser necesarias y los expertos en la materia podran
determinarlas mediante experimentacién rutinaria. La Adnectina antimiosina se administra adecuadamente al paciente
una vez o en una serie de tratamientos.

La administracion de una Adnectina antimiostatina o una fusion de la misma, y uno o mas agentes terapéuticos
adicionales, ya sea coadministrados o administrados secuencialmente, puede producirse como se ha descrito
anteriormente para aplicaciones terapéuticas. El experto en la materia entendera que los vehiculos, diluyentes y
excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados para la coadministracion dependen de la identidad del agente
terapéutico particular que se administra.

XI. Métodos de deteccion y diagnostico

Las Adnectinas antimiostatina de la invencién también son utiles en una diversidad de aplicaciones de diagnéstico.
Por ejemplo, puede usarse una Adnectina antimiostatina de la invencion para diagnosticar un trastorno o enfermedad
asociada a niveles elevados de miostatina. De manera similar, puede usarse una Adnectina antimiostatina en un
ensayo para controlar los niveles de miostatina en un sujeto que esta siendo tratado por una afeccién asociada a
miostatina. Las Adnectinas antimiostatina pueden usarse con o sin modificacién y estdn marcadas mediante unién
covalente o no covalente de un resto detectable. El resto detectable puede ser cualquiera que sea capaz de producir,
ya sea directa o indirectamente, una sefial detectable. Por ejemplo, €l resto detectable puede ser un radiocis6topo,
tales como H3, C14 0 13, P32, S35 0 1131; un compuesto fluorescente o quimioluminiscente, tales como isotiocianato
de fluoresceina, rodamina o luciferina; o una enzima, tales como fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa o peroxidasa
de rabano picante.

Puede emplearse cualquier método conocido en la técnica para conjugar una proteina al resto detectable, incluyendo
aquellos métodos descritos por Hunter, et al., Nature 144:945 (1962); David, et al., Biochemistry 13:1014 (1974); Pain,
et al., J. Immunol. Meth. 40:219 (1981); y Nygren, J. Histochem. and Cytochem. 30:407 (1982). Los métodos in vitro
incluyen quimica de conjugacion bien conocida en la técnica, incluyendo quimica compatible con proteinas, tal como
la quimica de aminoacidos especificos, tales como Cys y Lys. Para unir un resto (tal como PEG) a una proteina de la
invencién, se usa un grupo de enlace o un grupo reactivo. Se conocen bien en la técnica grupos enlazadores
adecuados e incluyen grupos disulfuro, grupos tioéter, grupos labiles a &cidos, grupos fotolabiles, grupos labiles a
peptidasas y grupos labiles a esterasas. Los grupos de enlace preferidos son grupos disulfuro y grupos tioéter
dependiendo de la aplicacion. Para polipéptidos sin un aminoacido Cys, puede modificarse por ingenieria genética
una Cys en una ubicacién que permita que exista actividad de la proteina mientras se crea una ubicacion para la
conjugacion.

Las Adnectinas antimiostatina unidas a una fraccién detectable también son (tiles para formacién de imagenes in vivo.
El polipéptido puede estar unido a un agente radioopaco o radicisétopo, administrarse a un sujeto, preferentemente
en el torrente sanguineo, y se analiza la presencia y ubicacion de la proteina marcada en el sujeto. Esta técnica de
formacion de imagenes es (il en la estadificacion y tratamiento de neoplasias malignas. La proteina puede marcarse
con cualquier resto que sea detectable en un sujeto, ya sea por resonancia magnética nuclear, radiologia u otros
medios de deteccion conocidos en la técnica.

Las Adnectinas antimiostatina también son utiles como agentes de purificacion por afinidad. En este proceso, los
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polipéptidos se inmovilizan sobre un soporte adecuado, tales como resina Sephadex o papel de filtro, usando métodos
bien conocidos en la técnica.

Las Adnectinas antimiostatina pueden emplearse en cualquier método de ensayo conocido, tales como ensayos de
unién competitiva, ensayos sandwich directos e indirectos y ensayos de inmunoprecipitacion (Zola, Monoclonal
Antibodies: A Manual of Techniques, pp. 147-158 (CRC Press, Inc., 1987)).

En determinados aspectos, la divulgacion proporciona métodos para detectar una molécula diana en una muestra. Un
método puede comprender poner en contacto la muestra con unas Adnectinas antimiostatina descritas en el presente
documento, en donde dicho contacto se lleva a cabo en condiciones que permiten la formacién del complejo Adnectina
antimiostatina-diana; y detectar dicho complejo, detectando asi dicha diana en dicha muestra. La deteccién puede
llevarse a cabo usando cualquier técnica reconocida en la técnica, tal como, por ejemplo, radiografia, ensayo
inmunolégico, deteccion por fluorescencia, espectroscopia de masas o resonancia de plasmones de superficie. La
muestra puede ser de un ser humano u otro mamifero. Las Adnectinas antimiostatina pueden marcarse con un resto
marcador, tales como un resto radiactivo, un resto fluorescente, un resto cromogénico, un resto quimioluminiscente o
un resto hapteno. Las Adnectinas antimiostatina pueden inmovilizarse sobre un soporte sélido.

XIl. Kits y articulos de fabricacion

La Adnectina antimiostatina de la invencién puede proporcionarse en un Kkit, una combinacién empaquetada de
reactivos en cantidades predeterminadas con instrucciones para su uso en los métodos terapéuticos o de diagndstico
de la invencion.

Por ejemplo, en una realizaciéon de la invencion, se proporciona un articulo de fabricacion que contiene materiales
Utiles para el tratamiento o la prevencion de los trastornos o las afecciones descritos anteriormente. El articulo de
fabricacion comprende un envase y un marcador. Los recipientes adecuados incluyen, por ejemplo, frascos, viales,
jeringas y tubos de ensayo. Los recipientes pueden estar formados de una diversidad de materiales tales como vidrio
o plastico. El recipiente contiene una composicion que es eficaz para la prevencién o el tratamiento de la enfermedad
o la afeccién y puede tener un puerto de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa de solucién
intravenosa o un vial que tiene un tapén perforable por una aguja de inyeccién hipodérmica). El agente activo en la
composicién es una Adnectina antimiostatina de la invencién. El marcador en, o asociado con, el recipiente indica que
la composicién se usa para tratar la afeccion de eleccién. El articulo de fabricacién puede comprender ademas un
segundo recipiente que comprende un tampén farmacéuticamente aceptable, tal como solucién salina tamponada con
fosfato, solucién de Ringer y solucién de dextrosa. Puede incluir ademas otros materiales deseables desde un punto
de vista comercial y de usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas, jeringuillas y prospectos con
instrucciones de uso.

Ejemplos

La invencion se describe ahora por referencia a los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1: Produccion de proteinas

Produccion de proteinas de alto rendimiento (HTPP)

Los aglutinantes seleccionados clonados en el vector PET9d anteriormente a una etiqueta HISs y transformados en
células de E. coli BL21 DE3 plysS se inocularon en 5 ml de medio LB que contenia 50 pg/ml de kanamicina en un
formato de 24 pocillos y se cultivaron a 37 °C durante la noche. Se prepararon cultivos nuevos de 5 ml de medio LB
(kanamicina 50 pg/ml) para expresion inducible aspirando 200 pl del cultivo durante la noche y dispensandolos en el
pocillo apropiado. Los cultivos se cultivaron a 37 °C hasta Asoo 0,6-0,9. Después de la induccién con isopropil-B-
tiogalactosido (IPTG) 1 mM, el cultivo se expresé durante 6 horas a 30 °C y se recogié mediante centrifugacién durante
10 minutos a 2750 g a 4 °C.

Los sedimentos celulares (en formato de 24 pocillos) se lisaron mediante resuspension en 450 pl de tamp6n de lisis
(NaH2PO4 50 mM, NaCl 0,5 M, 1x Coctel Inhibidor de Proteasa-sin EDTA completo ™ (Roche), PMSF 1 mM, CHAPS
10 mM, imidazol 40 mM, lisozima 1 mg/ml, DNasa 30 pg/ml, aprotonina 2 ug/ml, pH 8,0) y se agit6 a temperatura
ambiente durante 1-3 horas. Los lisados se limpiaron y se volvieron a colocar en un formato de 96 pocillos mediante
transferencia a un Unifilter Whatman GF/D de 96 pocillos equipado con un filtro de 96 pocillos, placa colectora de
1,2 ml y se filtr6 mediante presion positiva. Los lisados aclarados se transfirieron a una placa quelante de niquel o
cobalto de 96 pocillos que se habia equilibrado con tampon de equilibrio (NaH2POs 50 mM, NaCl 0,5 M,
imidazol 40 mM, pH 8,0) y se incubaron durante 5 min. El material no unido se eliminé mediante presién positiva. La
resina se lavé dos veces con 0,3 ml/pocillo de tamp6n de lavado n.? 1 (NaH2PO4 50 mM, NaCl 0,5 M, CHAPS 5 mM,
imidazol 40 mM, pH 8,0). Cada lavado se eliminé mediante presién positiva. Antes de la elucién, cada pocillo se lavé
con 50 pl de tamp6n de elucion (PBS + EDTA 20 mM), se incubd durante 5 min y este lavado se descarté mediante
presion positiva. La proteina se eluyd aplicando 100 pl adicionales de tampén de elucién a cada pocillo. Después de
una incubacién de 30 minutos a temperatura ambiente, las placas se centrifugaron durante 5 minutos a 200g y la
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proteina eluida se recogié en placas de captura de 96 pocillos que contenian 5 ul de MgClz 0,5 M se afiadieron al
fondo de la placa de captura de elucion antes de la elucion. La proteina eluida se cuantifico mediante un ensayo de
proteina total con dominio °Fn3 de tipo silvestre como el patrén de proteina.

Expresion y purificacion de aglutinantes de proteinas de andamio insolubles basadas en fibronectina

Para la expresion, el clon o clones seleccionados, seguidos de la etiqueta HISs, se clonaron en un vector pET9d y se
expresaron en células de E. coli BL21 DE3 plysS. Se usaron veinte ml de un cultivo de indculo (generado a partir de
una Unica colonia en placa) para inocular 1 litro de medio LB o Th-medio de expresién durante la noche (autoinduccién)
que contenia 50 pg/ml de kanamicina y 34 pug/ml de cloranfenicol. Los cultivos en medio LB se incubaron a 37 °C hasta
que Asoo 0,6-1,0, momento en el que se indujeron con isopropil-p-tiogalactésido (IPTG) 1 mM y se cultivaron durante
4 horas a 30 °C. Los cultivos cultivados en TB-Medio de expresion durante la noche se incubaron a 37 °C durante
5 horas, en cuyo momento la temperatura se redujo a 18 °C y se dej6é crecer durante 19 horas. Los cultivos se
recogieron mediante centrifugacién durante 30 minutos a =210.000 g a 4 °C. Los sedimentos celulares se congelaron
a -80 °C. Después de descongelar, el sedimento celular se resuspendié en 25 ml de tampén de lisis (NaH2PO4 20 mM,
NaCl 0,5 M, 1x Coctel Inhibidor de Proteasa-sin EDTA completo ™ (Roche), pH 7,4) usando un homogeneizador Ultra-
turrax (IKA works) en hielo. La lisis celular se logré mediante homogeneizacién a alta presién (=18.000 psi) usando un
microfluidizador modelo M-1105 (Microfluidics). La fraccién insoluble se separ6 por centrifugacién durante 30 minutos
a 223.300 g a 4 °C. El sedimento insoluble recuperado de la centrifugacién del lisado se lavé con fosfato sédico
20 mM/NaCl 500 mM, pH 7,4. El sedimento se resolubilizé en clorhidrato de guanidina 6 M en fosfato sédico
20 mM/NaCl 500 mM, pH 7,4 con sometimiento a ultrasonidos, seguido de incubacién a 37 grados durante 1-2 horas.
El sedimento resolubilizado se filtré con un filtro de 0,45 um y se cargd en una columna Histrap equilibrada con el
tampon fosfato soédico 20 mM/NaCl 500 mM/guanidina 6 M pH 7,4. Tras la carga, la columna se lavd durante
25 volumenes de columna adicionales con el mismo tampén. La proteina unida se eluy6 con imidazol 50 mM en fosfato
sodico 20 mM/NaCl 500 mM/guanidina-HCI 6 M, pH 7,4. La proteina purificada se replegd mediante didlisis frente a
acetato sédico 50 mM/NaCl 150 mM, pH 4,5 o PBS, pH 7,2.

Expresion y purificacion de aglutinantes de proteinas de andamio solubles basadas en fibronectina

Como una alternativa a la purificacion de aglutinantes insolubles, también puede usarse la purificacion de aglutinantes
solubles. Para la expresion, el clon o clones seleccionados, seguidos de la etiqueta HISs, se clonaron en un vector
pET9d y se expresaron en células de E. coli BL21 DE3 plysS. Se usaron veinte ml de un cultivo de inéculo (generado
a partir de una Unica colonia en placa) para inocular 1 litro de medio LB o Th-medio de expresion durante la noche
(autoinduccién) que contenia 50 ug/ml de kanamicina y 34 pg/ml de cloranfenicol. Los cultivos en medio LB se
incubaron a 37 °C hasta Asoo 0,6-1,0, seguido de induccién con isopropil-B-tiogalactésido (IPTG) 1 mM y se cultivaron
durante 4 horas a 30 °C. Los cultivos cultivados en TB-Medio de expresién durante la noche se incubaron a 37 °C
durante 5 horas, después de lo cual se baj6 la temperatura a 18 °C y se dejaron crecer durante 19 horas. Los cultivos
se recogieron mediante centrifugacién durante 30 minutos a 210.000 ga 4 °C. Los sedimentos celulares se congelaron
a -80 °C. El sedimento celular descongelado se resuspendio en 25 ml de tampén de lisis (NaH2PO4 20 mM, 0,5 M, 1x
Céctel Inhibidor de Proteasa-sin EDTA completo ™ (Roche), pH 7,4) usando un homogeneizador Ultra-turrax (IKA
works) en hielo. La lisis celular se logré6 mediante homogeneizacién a alta presién (=18.000 psi) usando un
microfluidizador modelo M-110S (Microfluidics). La fraccion soluble se separé por centrifugacion durante 30 minutos a
> 23.300g a 4 °C. El sobrenadante se clarificé usando un filtro de 0,45 pm. El lisado clarificado se carga en una
columna Histrap (GE) preequilibrada con fosfato sédico 20 mM/NaCl 500 mM, pH 7,4. Después se lavo la columna
con 25volimenes de columna del mismo tampén, seguido de 20 volimenes de columna de fosfato sédico
20 mM/NaCl 500 mM/imidazol 25 mM, pH 7,4 y después 35 volimenes de columna de fosfato sédico 20 mM/NaCl
500 mM/imidazol 40 mM, pH 7,4. La proteina se eluy6 con 15 volimenes de columna de fosfato sédico 20 mM/NaCl
500 mM/imidazol 500 mM, pH 7,4, las fracciones se combinaron basandose en la absorbancia a Azso y se dializaron
frente a 1x PBS o Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 8,5 o NaOAc 50 mM, NaCl 150 mM, pH 4,5. Los precipitados se
eliminaron filtrando con un filtro de 0,22 pm.

PEGilacion especifica de sitio de Adnectinas con polietilenglicol (PEG)

Las Adnectinas que contenian un resto de cisteina modificado se conjugaron con PEG o reactivo bloqueador de
cisteina mediante quimica de adicién de Michael entre el grupo tiol de la cisteina y el grupo funcional maleimida del
PEG o n-etilmaleimida (NEM). Para PEGilacion con PEG de 40 kDa de 2 ramas (NOF Corporation, PIN GL2-400MA),
se afiadié PEG en exceso molar a la solucién de proteina en condiciones de ligeramente acidas a neutras. La reaccion
se dej6 avanzar a temperatura ambiente durante 2 horas a durante la noche. Después se aplico la reaccion a una
columna de intercambio i6nico para separar la Adnectina PEGilada de PEG-maleimida sin reaccionar y la Adnectina
no PEGilada. Para la PEGilacioén con PEG de 40 kDa de 4 ramas (NOF, PIN GL4-400MA) o bis-PEG de 20 kDa (NOF
corporation, PIN DE-200MA), la Adnectina se purificod de SP FF en tampén citrato, pH 6,5. Después de la reduccién
con DTT, la muestra se desalinizé en una columna G25 en el mismo tampon para eliminar DTT y se hizo reaccionar
con bis-PEG de 20 kDa o PEG 40K de 4 ramificaciones en una proporcion de 2:1 (PEG:Adnectina) durante 2 horas a
temperatura ambiente y se detuvo la reaccion con la adicion de exceso de BME. La muestra se purific6 mediante una
columna Resource 15S (GE n? 17-0944-10) para eliminar selectivamente las especies no PEGiladas (y las especies
monoPEGiladas en el caso de la reaccion bis-PEG de 20 kDa). Una columna SEC preparativa final (GE N.2 17-1071-
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01, Superdex200, 26/60) se uso (si era necesario) para eliminar especies de alto peso molecular y Adnectina no
reactiva. Para preparar una Adnectina bloqueada por CYS, se afiadié un exceso molar de 10 veces de NEM (Pierce
Chemical) inmediatamente después de la etapa de desalinizacion G25 mencionada anteriormente en tampén citrato
(pH 6,5). Esto se incub6 durante 1 hora a temperatura ambiente y la reaccién se detuvo mediante la adicion de exceso
de BME. La muestra se dializ6 después exhaustivamente frente a PBS. Las Adnectinas conjugadas purificadas se
analizaron mediante SDS-PAGE y cromatografia de exclusion por tamario.

Purificacion y PEGilacion de aglutinantes de proteinas de andamio a base de fibronectina sin etiquetar

Los aglutinantes seleccionados se clonaron en un vector pET9d sin etiqueta HISs y se expresaron en células de E.
coliBL21 DE3 plysS. Se cultivaron 25 ml de un cultivo de inéculo previamente aislado de una Unica colonia en placas
en un matraz de 125 ml hasta que la DO 600 nm alcanzé 1-2, usando medios de pH 6,85 + 50 ug/ml de kanamicina
(Cloruro de amonio, Acido citrico, Citrato de amonio férrico, Sulfato de magnesio, Fosfato so6dico monobasico
monohidrato, Dextrosa anhidra, Glicerol, Fitona Peptona, Extracto de levadura granulado, Sulfato de canamicina,
Sulfato de Amonio para ajuste de pH). Se inoculd un fermentador de 10 | (volumen inicial de 7,5 | de medio discontinuo)
a una DO final a 600 nm de 0,003. El cultivo se cultivé durante la noche a 25 °C con mezcla constante a 650 rpmy se
disolvié a niveles de O2 >30 %, manteniendo el pH. El dia siguiente, la temperatura se cambié a 37 °C y el cultivo se
hizo crecer hasta que la DO 600 nm alcanz6 20-25. Una vez alcanzada la DO diana, la temperatura se cambi6 a 30 °C
y el cultivo se indujo con IPTG (concentracion final: 1 mM). Un medio de alimentacion (Glicerol, Fitona Peptona,
Extracto de levadura granulado, Sulfato de kanamicina y Acido fosférico para ajustar el pH) se afiadié a una velocidad
de 40 ml de medio/l de volumen de formacion/h. Las células se recogieron mediante centrifugacién a 10.000 g durante
30 min a 4 °C. Los sedimentos celulares se congelaron a -80 °C.

La pasta celular se descongel6 en 1x PBS en una proporcién de 10 ml de tampén/g de pasta celular. Una vez
descongelada, la muestra se disgregd con un homogeneizador UltraTurrax (IKA works) hasta que quedé homogénea.
La solucién después se pas6 dos veces a través de un microfluidizador a 18.000 psi. La fraccién soluble se separo
por centrifugacién durante 30 minutos a =2 10.000 g a 4 °C. El sobrenadante se diluyé 1:1 con acetato sddico (pH 4,5)
y se aclaré con un filtro de 0,2 um. El lisado clarificado se carg6 en una columna SP FF (SP1; GE) preequilibrado con
acetato sodico 50 mM (pH 4,5). Después se lavo la columna con 2 volimenes de columna del mismo tamp6n, seguido
de 8 volimenes de columna de acetato sédico 50 mM/NaCl 350 mM, pH 4,5. La proteina se eluy6 con acetato sédico
50 mM/NaCl 700 mM, pH 4,5. Las eluciones se combinaron basandose en la absorbancia en Azso.

La elucién de SP1 se diluyé 1:5 con fosfato sédico 20 mM (pH 6,7) y se cargd en una columna SP FF (SP2)
preequilibrada con fosfato sédico 20 mM/NaCl 100 mM, pH 6,7. Después se lavo la columna con 2 volimenes de
columna del mismo tampén. La proteina se eluyd de la columna con fosfato sédico 20 mM/NaCl 0,5 M, pH 6,7. Las
eluciones se combinaron basandose en la absorbancia en Azso.

La elucién de SP2 se diluyé a 100 mM con fosfato sédico 20 mM (pH 6,7) y se cargdé en una columna Q FF (GE)
preequilibrada con fosfato sédico 20 mM/NaCl 100 mM, pH 6,7. Se recogid el pico FT (que contiene el producto). La
columna se lavé con tamp6n de equilibrio hasta que el pico FT volvié al valor inicial.

Las Adnectinas que contenian un resto de cisteina modificado se conjugaron con PEG mediante quimica de adicién
de Michael entre el grupo tiol de la cisteina y el grupo funcional maleimida del reactivo PEG. La fraccién Q FT se
PEGil6 con PEG ramificado de 40 kDa en una relacion molar de PEG a proteina de 2:1. La muestra se incub6 durante
la noche a temperatura ambiente. La reaccién de PEGilacion se diluyd con 2 partes de acetato sédico 50 mM (pH 4,5)
y se cargb en una columna SP FF (GE) preequilibrada con acetato sédico 50 mM (pH 4,5). Se lavo la columna con 2
volimenes de columna del mismo tampén. La proteina PEGilada se eluyé de la columna con acetato sédico
50 mM/NaCl 200 mM, pH 4,5). Las eluciones se combinaron basandose en la absorbancia en Azg. La proteina
PEGilada se concentré usando una membrana Millipore Biomax de 30 kDa. La muestra se filtrd6 sobre un filtro de
0,22 um y se almaceno a, por ejemplo, 4 °C, -20 °C o -80 °C.

Expresion transitoria y purificacion de aglutinantes de proteinas de andamio basados en fibronectina con
formato Fc

Para la generacién de ADN, los candidatos seleccionados fueron clonados en un plasmido pDV-16 del que se
transformaron células de E. coli Top10. pDV-16 es una version modificada de pTT5 (Yves Durocher, NRC Canada),
en donde se ha introducido la secuencia codificante de Fc de IgG1 humana, precedido por una secuencia sefial, y se
incluyeron sitios de restriccion para permitir la insercién de secuencias codificantes de Adnectina en cualquiera de los
extremos de Fc. Las células transformadas se expandieron inoculando 1 | de caldo Luria que contenia ampicilina
100 pg/ml e incubando en una incubadora giratoria a 225 rpm durante 18 horas a 37 °C. Los sedimentos bacterianos
se recogieron mediante centrifugacion a >10.000 g durante 30 minutos a 4 °C. El ADN plasmidico purificado se aisld
usando un kit QIAGEN Plasmid Plus Mega (QIAGEN) como se describe en el protocolo del fabricante. EI ADN
purificado se cuantificé usando absorbancia a 260 nm y se congeld a -80 °C antes de su uso.

Las células HEK 293-EBNA1 (clon 6E) (Yves Durocher, NRC Canada) se expandieron a 2x108 células/ml en 2 | de
medio F17 en una bolsa GE Healthcare Wave de 10 litros a 37 °C, 5 % de COz2, y se mezcla balanceando en un angulo
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de 8 grados a 18 rpm.

Se prepar6 ADN para la transfeccion como sigue: El medio F17 se calenté a 37 °C. El ADN y un reactivo de
transfeccion PE| se descongelaron en una campana de bioseguridad estéril. Se afadié ADN (2,25 mg) a 100 ml de
medio F17 calentado en un matraz de cultivo de polipropileno estéril y se mezcldé suavemente mediante agitacion. En
un matraz independiente, se combinaron 6,75 mg de PEI (1 mg/ml) con 100 ml de medio F17 precalentado y se
mezclaron suavemente mediante agitacion. Los matraces se dejaron reposar durante 5 minutos antes de combinar
los contenidos afadiendo la solucion de PEI al matraz que contenia el ADN y mezclando suavemente mediante
agitacion.

El contenido del matraz que contenia la mezcla de ADN:PEI se afiadi6 a la bolsa de ondas que contenia las células
HEK 293-6E después de incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos en la campana de bioseguridad. La bolsa
que contenia las células HEK 293-6E transfectadas se incubd durante veinticuatro horas a 37 °C, 5 % de COz, y se
mezcla balanceando en un angulo de 8 grados a 18 RPM. Después de 24 horas, se afiadieron asépticamente al cultivo
100 ml de triptona N1 al 20 % filtrada estéril (Organotechnie, Canada) disuelta en medio F17. Las células y los medios
se recogieron después de 72 horas adicionales de incubacién como se describié anteriormente. Como alternativa, la
expresion transitoria de HEK en matraces agitados (0,5 | de medio en un matraz de 2 I) puede realizarse con una
relacion ADN:PEI de 1:2. Las células se separaron del medio acondicionado mediante centrifugacién a 6000 g durante
30 minutos a 4 °C. Se retuvo el medio acondicionado, se filtr6 a través de un filtro de 0,2 uM y se almacené a 4 °C.

El medio acondicionado se aplicé a una columna de cromatografia de 10 ml que contenia resina GE MabSelect Sure
preequilibrada en PBS a una velocidad de 5 ml/minuto. Después de cargar el medio acondicionado filtrado, la columna
se lavo con al menos 100 ml de PBS a temperatura ambiente. El producto purificado se eluyé de la columna con la
aplicacion de Glicina 100 mM/NaCl 100 mM, pH 3,0. Las fracciones se neutralizaron en pH recogiéndolas en tubos
que contenian 1/6 de volumen de Tris 1 M pH 8 o bien agrupando segun la absorbancia A280 seguido de la adicién
de Tris 1 M pH 8 a 100 mM. Si el contenido de especies de alto peso molecular es superior al 5 % después de la
elucion de la proteina A, entonces la muestra se purifica adicionalmente mediante una columna Superdex 200 (26/60)
(GE Healthcare) en PBS. Las fracciones de SEC que contienen mondmeros se agrupan y se concentran. El conjunto
de proteina A o SEC resultante se dializ6 exhaustivamente frente a PBS a 4 °C y se filtr6 de forma estéril usando un
filtro de corte de 0,22 um antes de congelarlo a -80 °C.

Fabricacion a granel: Expresion en mamiferos y recuperacion primaria: Sistema UCOE CHO

Se cred un banco de células de investigacion de mamiferos (RCB) transfectando fusiones de Adnectina-Fc
antimiostatina clonadas en el vector pUCOE que contiene el elemento de apertura de cromatina ubicuo (UCOE) [vector
UCOE modificado de Millipore] en células CHO-S. Se establecié un RCB expandiendo células en medios de seleccion
(0,04 % (v/v) de L-glutamina (Invitrogen) y 0,01 % (v/v) de suplemento HT (Invitrogen) en medio CD CHO (Invitrogen})
que contenian puromicina 12,5 ug/ml. Las células con un nimero de pases bajo se aislaron asépticamente mediante
centrifugacioén, se resuspendieron en medio de banco (L-Glutamina 0,04 % (v/v) (Invitrogen), suplemento HT al 0,01 %
(v/v) (Invitrogen) y DMSO al 7,5 % (v/v) en medio CD CHO (Invitrogen)) hasta una concentracion final de 1 x
107 células/ml. Estas células se congelaron inicialmente en un bafio de alcohol isopropilico al 70 % a -80 °C durante
la noche y después se transfirieron a nitroégeno liquido para su almacenamiento a largo plazo al dia siguiente.

El cultivo celular se inicié descongelando un Unico vial de RCB en 25 ml de medio de seleccién que contenia 12,5 pg/ml
de puromicina y expandiendo el cultivo en el mismo medio. Se permitié que las células alcanzaran una concentracion
entre 1-2 x 108 células/ml antes de dividirse nuevamente a 0,2 x 10° células/ml. Las células generalmente se
mantuvieron entre 2 y 4 semanas antes de sembrar un biorreactor. El cultivo de expansion se pas6 por ultima vez y
se dejo crecer hasta el punto en que un biorreactor de 15 | que contenia 8 | de medio de produccion (medio Invitrogen
CD CHO que contenia suplemento HT al 0,01 % (v/v) (Invitrogen), Glutamax (Gibco) al 0,04 % (v/v) y Pluronic F-68
(Gibco) al 0,005 % (v/v)) pudo sembrarse con una densidad final de 0,2 x 108 células/ml. El cultivo del biorreactor se
controlé diariamente para determinar VCD (densidad de células viables), el porcentaje de viabilidad, pH y
concentracion de glucosa. El cultivo del biorreactor se alimentd los dias 3 y 6 con una adicién en bolo del 10 % del
volumen total de medio de alimentacion. El cultivo se recogié entre el dia 7 y el dia 9 con un porcentaje de viabilidad
>70 %. Durante el cultivo, el cultivo del biorreactor se control6é a un pH de 7,1, temperatura de 37 °C, %DO2 del 40 %
y a RPM constantes de 100.

El dia de la recogida, los cultivos del biorreactor se hicieron pasar directamente a través de un filtro de profundidad de
6,0/3,0 um seguido de una filtracién estéril de 0,8/0,2 um en una bolsa estéril. El cultivo estéril clarificado se almacené
durante la noche a 2-8 °C. Después el cultivo clarificado se concentré mediante TFF de hoja plana usando una
membrana de 30.000 kDa. La concentracion aproximada fue 6x, dependiendo del titulo de recogida. El sobrenadante
concentrado se filtré después de forma estéril en botellas de PETG y se procesoé directamente o se almacené a -80 °C.

Purificacion por fusion de antimiostatina-Adnectina-Fc
El sobrenadante del cultivo recolectado (puro o concentrado) se carga en una columna MabSelect Protein A

previamente equilibrada con PBS. La columna se lava con 5 CV de Tris 50 mM pH 8,0, urea 1 M, PG al 10 %. La
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fusion Adnectina-Fc se eluye con glicina 100 mM, pH 3,3, recogiendo el pico en un recipiente que previamente se
carga con 1CV de acetato s6dico 200 mM pH 4,5. La elucién maxima se basa en la absorbancia en A280.

La elucién de proteina A se diluye a pH 3,0 con la adicién de acido citrico 2 M y se deja a temperatura ambiente
durante 1 hora, para la inactivacion virica. La muestra se diluye después con fosfato sodico tribasico 200 mM hasta
alcanzar un pH de 4,5. Si es necesario, la solucién se diluye alin mas con agua para reducir la conductividad por
debajo de 10 ms/cm.

La elucién de Proteina A diluida se pasa por un Tosoh Q 600C AR (Tosoh Bioscience), previamente acondicionado
con acetato sédico 50 mM pH 4,5, en modo de captura negativa. Se recoge el pico de flujo, basado en la absorbancia
en A280. La columna se lava con acetato sédico 50 mM y se destila con NaOH 0,2 N.

El flujo continuo Q 600C AR se formula mediante filtracién de flujo tangencial usando una membrana de fibra hueca
(GE) de NMWCO 30K, mezclando muy suavemente el retenido. La fusion Adnectina-Fc se diafiltra en fosfato sédico
25 mM, trehalosa 150 mM, pH 7,0 durante 6 diavolimenes y depsués se concentra hasta una concentracion de
proteina diana.

Ejemplo 2: Evaluacion biofisica de proteinas antimiostatina

Cromatografia de exclusion por tamafio molecular: Se realiz6 cromatografia de exclusion por tamafio estandar
(SEC) en Adnectinas candidatas resultantes del proceso de escala media. La SEC del material de escala media se
realiz6 usando una columna Superdex 200 10/30 o una columna Superdex 75 10/30 (GE Healthcare) en un sistema
HPLC Agilent 1100 o 1200 con deteccién UV a A214 nm y A280 nm y con deteccion de fluorescencia (excitacion
280 nm, emisién 350 nm). Un tampo6n de sulfato sédico 100 mM/fosfato de sodio 100 mM/cloruro sédico 150 mM, pH
6,8 se usoO al caudal apropiado para la columna SEC empleada. Se usaron patrones de filtracién en gel (BioRad
Laboratories, Hercules, CA) para la calibracion del peso molecular. Los resultados de la SEC en Adnectinas purificadas
a escala media mostraron Adnectina predominantemente monomérica y elucion en el rango aproximado de 10 kDa
frente a los patrones de filtracion en gel globulares (BioRad) como se muestra en las Tablas 9 y 10.

Termoestabilidad: Se realiz6 un andlisis de fluorescencia de barrido térmico (TSF) de Adnectinas HTPP para
detectarlas segun su estabilidad térmica relativa. Las muestras se normalizaron a 0,2 mg/ml en PBS. Se afiadi6 1 pl
de colorante naranja Sypro diluido 1:40 con PBS a 25 pl de cada muestra y la placa se sellé con un sello adhesivo
transparente para microplacas de 96 pocillos. Las muestras se escanearon usando una maquina BioRad RT-PCR
aumentando la temperatura de 25 °C-95 °C, a una tasa de 2 grados por minuto. Los datos se analizaron usando el
software BioRad CFX manager 2.0. Se ha demostrado que los valores Th obtenidos por TSF se correlacionan bien
con los valores Tm obtenidos por DSC en un rango de fusién de 40 °C a 70 °C. Este se considera el rango de trabajo
aceptable para esta técnica. Se obtiene un resultado de ND ("Sin datos") cuando la pendiente de la curva de transicién
es demasiado pequefia para permitir que su pico derivado (la tasa de cambio de la fluorescencia con el tiempo) se
distinga del ruido. Un resultado "ND" no puede interpretarse como una indicacién de termoestabilidad. Se realizaron
analisis de calorimetria diferencial de barrido (DSC) de HTPP dializados y Adnectinas de escala media para determinar
sus respectivas Tm. Se exploré una solucién de 0,5 mg/ml en un calorimetro de barrido diferencial capilar VP (GE
Microcal) aumentando la temperatura de 15 °C a 110 °C, a una velocidad de 1 grado por minuto bajo una presion de
70 p.s.i. Los datos se analizaron frente a una ejecucién de control del tampén apropiado usando el mejor ajuste usando
Origin Software (OriginLab Corp). Los resultados de los analisis de TSF y DSC se resumen en las Tablas 8-10. Como
se muestra en las Tablas 8-10, muchos de los clones exhibieron temperaturas de desplegamiento de mas de 60 °C,
lo que indica una estructura altamente estable biofisicamente adecuada para la formulacion medicinal. Las Adnectinas
fueron generalmente tolerantes a la PEGilacion o al formateo Fc sin pérdida aparente de estabilidad. En algunos
casos, estos formatos proporcionaron una estabilidad mejorada. Por ejemplo, 3116_A07 como Adnectina no
modificada tiene una Tm por TSF de 60 °C, pero cuando se PEGila (ATI-1377) la Tm por DSC fue de 68 °C, y en un
formato Fc-X (PRD-1286) la Tm por DSC fue de 66 °C.

Ejemplo 3: Ensayo de luciferasa basado en células

Un plasmido indicador de luciferasa, Elemento sensible a activina (Activin-Responsive Element) (ARE)-luc, se generé
ligando nueve repeticiones del ARE en conjunto con el indicador de luciferasa de luciérnaga. El plasmido se transfecté
transitoriamente en células HepG2. Se cotransfecto el plasmido pGL4.74[hRluc/TK] para normalizar la eficiencia de
transfeccion. 10.000 células se colocaron en placa por pocillo en una placa de 96 pocillos. Cuando una proteina tal
como miostatina, activina o BMP-11, se afiade a las células y se une a su receptor afin, se desencadena la sefializacion
SMAD descendente, dando lugar a la unién de un complejo SMAD fosforilado al ARE. La cantidad de, por ejemplo,
miostatina, expuesta a las células es directamente proporcional a la cantidad de proteina luciferasa producida y, en
consecuencia, se mide la actividad luciferasa. Cuando se afiade un antagonista de miostatina (por ejemplo, una
Adnectina antimiostatina) simultaneamente con miostatina a las células, la activacion del ARE disminuye, lo que lleva
a una disminucion de la produccién y la actividad de la luciferasa.

En este experimento, (1) Adnectina y miostatina antimiostatina, (2) Adnectina antimiostatina y activina A, o (3)
Adnectina antimiostatina y BMP-11 se preincubaron antes de la adicion a las células. Se us6é miostatina (R&D Systems)
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a 10-500 pM, activina A (R&D Systems) a 10-500 pM y BMP-11 (R&D Systems) a 10-500 pM. Después de la
incubacién durante la noche con estas diversas combinaciones, se lisaron las células y se midié la actividad luciferasa
(luminiscencia) usando el sistema de ensayo de Iuciferasa Dual-Glo® (EnVision). La CI50 se define como la
concentracion de Adnectina necesaria para alcanzar el 50 % de inhibicién de la actividad ARE-luciferasa inducida por
miostatina.

Como se muestra en las Tablas 8-10, las Adnectinas antimiostatina inhibieron los aumentos mediados por miostatina
en la actividad indicadora de ARE-Iuc.

Ejemplo 4: Ensayo de union a HTRF

Se usé un ensayo HTRF para medir las afinidades de unién de las Adnectinas antimiostatina a la miostatina. El ensayo
fue un ensayo HTRF competitivo que usd el marcador Eu-W1024 como un fluoréforo donante y Alexa FluorO 647
como un fluoréforo aceptor. La Adnectina 1889E01 biotinilada y rhActRIIb-Fc marcado con Alexa Fluor® 647 pueden
unirse a la miostatina simultdneamente en dos sitios de unién distintos. La estreptavidina marcada con Eu-W1024 se
usa para unir 1889E01 biotinilado. Los dos fluoréforos, Eu-W1024 y Alexa FluorO 647, se relnen mediante la
formacion de un complejo 1889E01/miostatina/ActRIIb-Fc, y la sefial HTRF puede leerse en un lector de placas
EnVision (Perkin Elmer) usando un protocolo HTRF. En presencia de una Adnectina competitiva, la sefial de HTRF
disminuye. Las CI50 se presentan en las Tablas 8-10.

Tabla 8: Caracterizacion biofisica, resultados del ensayo indicador de luciferasa ARE y del ensayo de unién HTRF
para monoAdnectinas antimiostatina.

Ensayo ARE-luciferasa HTRF
ID Tm- Tm-DSC Myo CI50 BMP-11 Activina A CI50 Myo CI50
TSF (nM) CI50 (nM) (nM) (nM)
1979_B06 48 0,11 3,3 194 ND
2062_G02 48 205 1500 >1500 ND
2522_C09 40 0,06 1,6 1000 ND
2523_G06 49 49 4,2 46 >2000 ND
2524 _C11 ND 55 0,1 0,89 765 ND
2524 D09 54 49 0,06 0,55 84 ND
2524 _E10 ND 0,09 5,6 >1000 ND
2524_H05 40 0,09 7,3 >1000 ND
2524 H11 49 0,03 6,2 >1000 ND
2525_B01 ND 0,11 3,2 73 ND
2525_D02 58 55 0,05 1,1 345 ND
2525_D05 ND 69 0,11 3,9 >1000 ND
2525_F07 46 0,13 3.4 >1000 ND
2987_A06 50 0,10 23 283 ND
2987_B04 48 0,12 33 239 ND
2987_B09 52 0,01 0,92 172 ND
2987_C02 50 0,06 7,1 464 ND
2987_D05 49 0,11 2,4 2000 ND
2987_EO03 51 0,10 23 224 ND
2987 _E08 52 0,05 2,8 352 ND
2987_FO01 49 0,05 6,5 594 ND
2987_F06 52 0,08 20 538 ND
2987_G04 49 0,09 33 171 ND
2987_G09 54 0,05 0,91 >2000 ND
2987_H02 51 0,05 11 794 ND
2987_H07 57 0,02 55 >400 ND
3006_A10 62 0,08 2,0 >2000 0,15
3007_B08 57 0,06 0,23 423 0,14
3007_C09 63 0,04 0,89 417 0,14
3007_C10 66 0,03 1,0 >2000 0,14
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(continuacion)

Ensayo ARE-luciferasa HTRF
ID Tm- Tm-DSC Myo CI50 BMP-11 Activina A CI50 Myo CI50
TSF (nM) CI50 (nM) (nM) (nM)
3008_A03 59 0,11 22,6 >2000 0,22
3008_B08 57 0,35 9,3 254 0,37
3008_D04 56 0,09 1,2 720 0,14
3008_FO01 63 0,08 0,12 >2000 0,21
3008_Go01 57 0,03 0,31 >2000 0,11
3008_G03 58 0,09 1,3 >2000 0,13
3115_D04 64 0,16 3,6 >1000 0,20
3115_E06 62 0,07 2,0 >1000 0,14
3116_A06 64 0,14 13 >1000 0,15
3116_A07 60 0,04 0,5 >1000 0,11
3116_C01 60 0,10 6,7 1000 0,35
3116_C06 61 0,14 8,9 >1000 0,18
3116_H06 60 0,10 1,6 >1000 0,13
3146_A08 69 0,70 48 >1000 0,26
ATI-1267 60 0,06 0,50 644 0,12
ATI-1275 53 0,03 0,14 19 0,19
ATI-1277 sin transicién 0,14 1,18 2000 0,38
ATI-1340 54 0,05 4,87 324 0,16

Tabla 9: Caracterizacion biofisica, resultados del ensayo indicador de luciferasa ARE y del ensayo de unién HTRF
para Adnectinas antimiostatina PEGiladas.

Ensayo ARE-luciferasa HTRF

ID Tm - Tm- % de Myo CI50 BMP-11 Activina A CI50 Myo CI50

TSF DSC monoémero (nM) CI50 (nm) (nM) (nM)

(SEC)

ATI-1106 177 1414 >2000
ATI-1107 63 98 19 888 >2000 ND
ATI-1266 60 97,8 0,12 0,89 2000 0,21
ATI-1276 56 94,6 0,08 0,15 110 0,28
ATI-1278 46 93,7 0,27 1,1 >2000 0,54
ATI-1338 59 0,28 5,8 >1000 0,24
ATI-1339 61 0,28 6,0 >1000 0,28
ATI-1341 53 0,03 0,14 14 0,13
ATI-1359 57 96,5 0,26 3,1 >1000 0,36
ATI-1375 67 >99 0,17 1,6 >1000 0,76
ATI-1376 70 >99 0,03 0,83 >1000 0,32
ATI-1377 68 >99 0,05 0,78 >1000 0,15
ATI-1378 74 >99 0,29 5,4 >1000 1,29
ATI-1379 69 >99 0,10 4,3 >1000 0,28

Tabla 10: Caracterizacién biofisica, resultados del ensayo indicador de luciferasa ARE y del ensayo de unién HTRF
para Adnectinas antimiostatina fusionadas con Fc.

Ensayo ARE-luciferasa HTRF
ID Tm - Tm-DSC % de Myo CI50 BMP-11 Activina A CI50 | Myo CI50
TSF monoémero (nM) CI50 (nm) (nM) (nM)
(SEC)
PRD-932 0,24 ND ND ND
PRD-1171 0,08 0,20 19 0,14
PRD-1173 0,02 0,10 6 0,12
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(continuacion)

Ensayo ARE-luciferasa HTRF
ID Tm - Tm-DSC % de Myo CI50 BMP-11 Activina A CI50 Myo CI50
TSF monoémero (nM) CI50 (nm) (nM) (nM)
(SEC)
PRD-1174 Tm1 61 0,04 0,10 4 0,09
Tm2 67
Tm3 83
PRD-1175 0,10 0,28 19 0,15
PRD-1177 0,16 0,28 21 0,64
PRD-1178 Tm1 60 0,08 0,25 16 0,27
Tm2 69
Tm3 84
PRD-1180 Tm1 68 0,07 0,11 14 0,13
Tm2 83
PRD-1284 0,02 0,04 44 0,62
PRD-1285 Tm1 67 97 0,05 0,03 216 0,49
Tm2 68
Tm3 80
PRD-1286 Tm1 66 99 0,10 0,11 94 0,73
Tm2 68
Tm3 81
PRD-1287 0,30 0,80 >1000 2,70
PRD-1288 Tm1 65 93 0,08 0,10 >1000 0,47
Tm2 69
Tm3 81
PRD-1301 0,06 0,06 15 0,07
PRD-1302 0,03 0,02 14 0,12
PRD-1303 0,02 0,03 314 0,11
PRD-1304 0,05 0,07 45 0,24
PRD-1305 0,06 0,07 113 0,10
PRD-1471 Tm1 62 99 0,16 0,16 60 0,47
Tm2 68
Tm3 81
PRD-1472 Tm1 62 100 0,07 0,05 1000 0,41
Tm2 69
Tm3 80
PRD-1473 Tm1 63 100 0,07 0,06 125 0,73
Tm2 69
Tm3 81
PRD-1474 Tm1 63 100 0,08 0,09 >1000 0,45
Tm2 69
Tm3 81

Ejemplo 5: Inhibicion mediada por Adnectina antimiostatina de la fosforilacion de SMAD2 inducida por
miostatina

Las células RH41 de rabdomiosarcoma humano (DSMZ, Braunschweig, Alemania) se usaron para los analisis de
respuesta a inhibicion de 12, 2 y 4 puntos descrito a continuacion. Las células se retiraron del medio de cultivo y se
lavaron para eliminar el suero y se inmovilizaron en medios de ensayo que contenian BSA durante 4 horas. Las células
se sacaron del matraz usando verseno y se transfirieron a placas de polipropileno con fondo en V de 96 pocillos a
5x105 células/pocillo. Para la respuesta a inhibicién de 12 puntos, miostatina recombinante 100 pM (R&D Systems),
preincubada durante 1 hora con un intervalo de concentracién de dilucion de 5 veces de Adnectinas a partir de
1000 nM (es decir, 1000 nM, 200 nM, 40 nM, 8 nM, 1,6 nM, 0,32 nM, 0,064 nM, 0,0128 nM, 0,00256 nM, 0,000512 nM,
0,000102 nM, 0,0000204 nM), se afiadi6 a las células. Para la respuesta a inhibicion de 4 puntos, 100 pM de
miostatina, preincubada durante 1 hora con un intervalo de concentraciéon de Adnectinas (30 nM, 3 nM, 0,1 nM o

118



10

15

20

ES 2 984 405 T3

0,001 nM), se afiadio a las células. Para la respuesta a inhibiciéon de 2 puntos, 100 pM de miostatina, preincubada
durante 1 hora con un intervalo de concentracién de Adnectinas (10 nM o 0,5 nM), se afiadi6 a las células. Las células
se trataron con la mezcla de miostatina-Adnectina durante 1 hora a 37 °C para inducir la fosforilacién de SMAD2
(pSmad?2). La estimulacién se detuvo colocando las células en hielo y afiadiendo PBS enfriado en hielo. Las células
se sedimentaron y se lisaron siguiendo protocolos convencionales y se detecto la fosforilaciéon de SMAD2 mediante
un ensayo ELISA (Cell Signaling Technologies). La inhibicién lograda por el intervalo de concentracién de Adnectinas
se represent6 usando el software GraphPad Prism y se normalizaron los puntos de datos de los controles que dieron
100 % y 0 % de inhibicién. La CI50 se define como la concentracién de Adnectina necesaria para alcanzar el 50 % de
inhibicion de la fosforilacion de SMADZ2 inducida por miostatina. Los datos presentados en la Tabla 11 indican que las
Adnectinas derivadas de la optimizacién de la afinidad de los clones parentales 1979_B06 y 2062_G02 inhibieron
potente y completamente la fosforilaciéon de pSMAD inducida por miostatina y demostraron valores de CI50 que
variaban de 0,78 nM a 0,06 nM. Esto representa una mejora de mas de 16-75 veces en los valores de CI50 con
respecto a los clones parentales 1979_B06 (IC50 = 12,8 nM) y 2062_G02 (IC50 = 59,1 nM).

Tabla 11. Inhibicién de |a fosforilacién de SMAD2 (pSMAD2) por Adnectinas antimiostatina
Ensayo pSmad2
D Myo CI50 (nM) 12 puntos Myo CI50 (nM) 7o de inhibicion de Myo a

4 puntos 10 nM
1979 _B06 (también
conocido como ATI-1133)
2062_G02 (también
conocido como ATI-1134) 59,1£16,2

2522_C09 0,13
2523 _G06 0,78
2524 _C11 0,14
2524_D09 0,11
2524 E10 0,13
2524 _HO05 0,13
2524 H11 0,11
2525 B0O1 0,14
2525_D02 0,36
2525_D05 0,20
2525 _F07 0,27
3006_A10 51
3007_B08 97
3007_C09 80
3007_C10 76
3008_A03 87
3008_B08 90

12,8+2,4

3008_D04 92

3008_FO01 86

3008_G01 98

3008_G03 91

3115_D04 0,06

3115_E06 0,06

3116_A06 0,27

3116_A07 0,06

3116_C01 0,26

3116_C06 0,73

3116_HO06 0,06

3146_A08 0,78

Ejemplo 6: Mediciones de afinidad de SPR para Adnectinas antimiostatina cinética de union de Adnectina
usando formato SPR A

El anticuerpo anti-Fc humano (Biacore/GE) se inmovilizé en un chip Biacore CM5 mediante acoplamiento NHS/EDC
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. ActRIIb-Fc (R&D Systems) se captur6 en celdas de flujo activo y de
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referencia, seguido de la captura de miostatina humana (R&D Systems), BMP-11 humana (GDF-11; R&D Systems) o
Activina A humana (R&D Systems) solo en celdas de flujo activo (cada una solubilizada de acuerdo con el protocolo
sugerido por el fabricante y diluida en tampén de ejecucién HBSP). Se aplicé un intervlao de concentracion de
Adnectina antimiostatina en todas las celdas de flujo en el tampén de ejecucién HBSP. La regeneracion de la superficie
del chip entre ciclos se logré con dos pulsos de 30 segundos de MgCl2 3 M. Las trazas cinéticas de sensogramas
restados de referencia se ajustaron a un modelo de unién 1:1 usando el software Biaevaluation. En la Tabla 12 se
muestra un resumen de los datos cinéticos de Biacore.

Los datos mostrados en la Tabla 12 indican que las Adnectinas de progenie optimizadas se unen estrechamente a la
miostatina, con Kps en el intervalo de 0,06-1,47 nM, en comparacién con las Adnectinas parentales 1979_B06 y
2062_G02, que mostraban Ko de 29 y 49 nM, respectivamente.

Después de la PEGilacién, hay cierta pérdida en la afinidad de la miostatina, con Ko que van de 0,76 a 14,4 nM,
aunque no hay ningin efecto de la PEGilacién sobre la potencia en el ensayo de ARE-luciferasa (véanse las Tablas 8

y 9).

La selectividad de Adnectina sobre BMP-11 varia desde completamente no selectiva a hasta 17 veces, mientras que
la unién a la activina es extremadamente débil o inexistente, lo que sugiere una alta selectividad sobre la activina.

Cinética de union de Adnectina usando formato SPR B (util para Adnectinas con formato Fc)

Miostatina humana (R&D Systems), BMP-11 humana (GDF-11; R&D Systems) o Activina A humana (R&D Systems)
se solubilizé de acuerdo con el protocolo sugerido por el fabricante y se inmovilizé en un chip Biacore CM5 a 1-10 pg/ml
en tampén acetato (pH 4,0 o 4,5) usando un acoplamiento convencional NHS/EDC. Se aplicé un intervalo de
concentracion de Adnectinas antimiostatina en tampon de ejecucién HBSP. La regeneracién de la superficie del chip
entre ciclos se logré con 60 segundos de NaOH 10-50 mM. Las trazas cinéticas de sensogramas restados de
referencia se ajustaron a un modelo de unién 1:1 usando el software Biaevaluation. Para Adnectinas con formato Fc,
la cinética de interaccién estd impulsada por la avidez del Fc bivalente y la miostatina dimérica incluso con una
densidad de inmovilizacién baja. En la Tabla 12 se muestra un resumen de los datos cinéticos de Biacore. Los datos
mostrados en la Tabla 12 indican que algunas de las Adnectinas ejecutadas en este formato SPR se unen a miostatina
y BMP-11 y también a activina con afinidades similares. La selectividad sustancial sobre la activina en el ensayo ARE-
luciferasa, sin embargo, sugiere que la afinidad por la activina puede acentuarse artificialmente en este formato de
ensayo SPR.

Tabla 12. Resumen de datos cinéticos de SPR para Adnectinas antimiostatina. Los formatos A y B se describen
en el Ejemplo 6.

lgrzgaggiomo ATI(-?%%()an 29 489 sin union A, 25C
igggaggiomo ATE?%T;” 48,8 697 sin unién A, 25C
2522 C09 0,51 0,45 sin unién/unién débil A, 25C
2523_G06 1,465 10,65 sin union A, 25C
2524 _C11 0,62 0,67 sin union A, 25C
2524 D09 0,64 0,81 union débil A, 25C
2524 E10 1,34 1,42 sin union A, 25C
2524 _H05 0,88 0,87 union débil A, 25C
2524 H11 1,12 1,22 sin union A, 25C
2525_B01 1,29 1,58 union débil A, 25C
2525 D02 0,24 0,30 sin unién/unién débil A, 25C
2525 D05 1,28 1,99 sin unién A, 25C
2525 F07 0,79 0,97 sin unién/unién débil A, 25C
2987_H07 0,99 2,25 union débil A, 25C
ATI-1267 0,057 0,065 union débil A, 25C
ATI-1275 0,15 0,15 union débil A, 25C
ATI-1277 0,16 0,14 union débil A, 25C
ATI-1107 128 ~300 sin union A, 25C
ATI-1266 0,76 2,57 union débil A, 25C
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(continuacion)

ATI-1276 4,18 8,8 sin uniéon A, 25C
ATI-1278 6,04 3,3 sin uniéon A, 25C
ATI-1338 1,9 3,8 4,6 B, 37C
ATI-1339 3,6 6,9 6,5 B, 37C
ATI-1359 7,9 35,45 union débil A, 25C
ATI-1375 12,6 33,2 union débil A, 25C
ATI-1376 8,21 13,4 unién débil A, 25C
ATI-1377 8,21 14,2 unién débil A, 25C
ATI-1378 14,4 59,6 union débil A, 25C
ATI-1379 9,5 21,6 union débil A, 25C
PRD-932 1,43 ND ND B, 25C
PRD-1474 también

conocido como ATI(-1465) 0,59 ND ND B, 37C

Ejemplo 7: Afinidad de fase de solucion para Adnectinas antimiostatina

La afinidad de la solucién de PRD-1474, una Adnectina antimiostatina fusionada con Fc, para miostatina se midio
mediante un ensayo de exclusién cinética (KinExA). Se realizaron valoraciones cuadruplicadas de PRD-1474 con
miostatina a una concentracién de monémero de 2 nM (n=2), 1 nM (n=1) y 0,7 nM (n=1). La concentracién relativa de
miostatina libre se midié mediante captura en una matriz sélida ATI-1310 (acoplada a perlas de poliacrilamida mediante
una cisteina libre disefiada) seguida de la deteccion con una construccién marcada con fluorescencia del correceptor
de miostatina, ActRIIB-Ig que puede unirse a la miostatina simultaneamente con la Adnectina. ATI-1310 es una
Adnectina relacionada que compite con PRD-1474 por la unién a la miostatina y permite la captura de miostatina no
unida. El analisis global de Kd que se muestra en la Tabla 13 da una Kd de 170 pM con un intervalo de confianza del
95 % de 330-60 pM. Las afinidades de PRD-1177 y ATI-1338 también se midieron usando el mismo formato de
ensayo. Se realizaron valoraciones por triplicado de PRD-1177 con miostatina a una concentracién de monémero de
1 nM (n=2) y 0,8 nM (n=1). Se realizaron valoraciones por triplicado de ATI-1338 con miostatina a una concentracion
de monémero de 5 nM (n=1), 1,6 nM (n=1) y 1,4 nM (n=1). Estos analisis indican que PRD-1177 se une a la miostatina
con un valor Kd global de 250 pM y un intervalo de confianza del 95 % de 340-130 pM (Tabla 13). ATI-1338 seune a
la miostatina con un valor Kd global de 850 pM y un intervalo de confianza del 95 % de 1400-330 pM.

Tabla 13. Mediciones de afinidad en fase de solucién KinExA para la union de miostatina.

. Intervalo de confianza al 95 %:
Adnectina Kd Kd alta Kd baja
PRD-1474 170 pM 330 pM 60 pM
PRD-1177 250 pM 340 pM 130 pM
ATI-1338 850 pM 1400 pM 330 pM

Ejemplo 8: Analisis mutacional de 3116_A06

Para comprender la tolerancia relativa de las posiciones de los bucles a la mutacion, se realizaron dos estudios
similares pero separados. El primero fue una exploracion tradicional con alanina, donde se evaluaron la unién y eficacia
de mutaciones discretas de alanina en los bucles de Adnectina 3116_A06 (SEQ ID NO: 118) en ensayos bioquimicos
y basados en células. El segundo estudio consistid en un escaneo mutacional profundo en el que los presentes
inventores crearon una biblioteca de mutaciones de sitio Unico en las mismas posiciones de 3116_A06 (SEQ ID 118),
pero sustituyeron cada posicion con 20 de los posibles aminoacidos. Estos componentes de la biblioteca se expresaron
después como fusiones de proteina-ARNm y se sometieron a una Unica ronda de presentacién de ARNm (como se
describe en la Seccién 1V), separando los componentes de la biblioteca asociados con la miostatina biotinilada de los
que quedan sin unir usando perlas magnéticas de estreptavidina. En este enfoque, la secuenciacién de Ultima
generacién de poblaciones de entrada y unidas permitié la determinacioén del enriquecimiento/agotamiento relativo de
cada secuencia, reflejando su afinidad intrinseca por la miostatina.

Barrido de alanina: Se usé mutagénesis dirigida al sitio de PCR para crear mutaciones de alanina de sitio (inico en
3116_A06 (SEQ ID NO: 118) en el bucle BC (restos 25-33), Bucle DE (restos 55-58) y bucle FG (restos 80-89). Los
clones se expresaron en E. coli y se purificaron por HTPP como se describe en el Ejemplo 1. La cromatografia de
exclusién molecular (SEC, como se describe en el Ejemplo 2) confirmé que todas las proteinas sustituidas con alanina
eran predominantemente monoméricas (Tabla 14). Se realizaron ensayos tanto de ARE-luciferasa (Ejemplo 3) como
de HTRF (Ejemplo 4). En el ensayo de unién a competiciéon HTRF, las potencias oscilaron entre CI50 = 1,5nM y
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>100 nM (Tabla 14). La mayoria de las posiciones toleraron hasta cierto punto la sustitucion de alanina en el ensayo
HTRF, con la excepcién de Gly55, Arg56 y Gly57 del bucle DE, para lo cual la unién se redujo drasticamente (CI50 >
100 nM). Un efecto menor se produjo en las posiciones Gly30 del bucle BC y Val80, Thr81 y Tyr88 del bucle FG, que
todavia mostraba union pero con un aumento >10 veces en la CI50 en relacién con la secuencia parental ("TS"). En
el ensayo basado en células ARE-luciferasa, la potencia de los mutantes oscilé entre CI50 = 0,6 nMy >100 nM (Tabla
14). El impacto de las mutaciones de alanina fue generalmente mayor en el ensayo basado en células en comparacion
con el ensayo HTRF. Gly55, Arg56 y Gly57 del bucle DE y Val80 y Tyr88 del bucle FG mostraron una potencia
drasticamente reducida en este ensayo, con CI50 >100 nM. Se observé un efecto mas moderado para las posiciones
BC Leu26, Pro27, His28, Gly30 y Asn33, y posiciones FG Thr81, Tyr85 y Leu86, que tenian todas CI50 >10 veces la
de la secuencia principal.

Tabla 14: Caracterizacién bioquimica y potencias celulares para mutantes de alanina de 3116 _A06

Mutacion SEC* Miostatina HTRF CI50 (nM) Miostatina ARE-luc CI50 (nM)
TS parental 1 0,3 0,6
S25A 1 0,8 2,9
L26A 1 2,3 16
P27A 1 1,0 10
H28A 1 0,8 6,2
BC Q29A 1 0,7 1,5
G30A 2 5,1 40
K31A 1 0,6 2,2
N33A 1 2,0 9,8
G55A 2 >100 >100
DE R56A 1 55 >100
G57A 1 >100 >100
V58A 2 1,6 3,3
VB0A 1 4,0 >100
T81A 1 4,9 32
D82A 1 0,8 1,8
T83A 1 1,3 1,8
FG G84A 1 2,0 3,6
Y85A 1 2,0 55
L86A 2 1,4 12
K87A 1 0,8 2,0
Y88A 1 11 >100
K89A 1 0,7 1,6
*SEC 1: Altamente monomérico; SEC 2: Mayormente monomérico

Barrido mutacional profundo: La secuenciacion de alto rendimiento se combiné con la visualizacién de proteinas
para permitir la medicién simultanea de la aptitud relativa de cada posible mutante de bucle de un solo sitio, en una
escala que seria onerosa para un enfoque tradicional como el descrito anteriormente (para la revision de los enfoques
de "Barrido mutacional profundo”, véase Araya et al., Trends in Biotechnology 29: 435-442, 2011; un enfoque similar
se ejemplifica ain mas en Forsyth et al., mAbs 5: 523-532, 2013).

Construccion de la biblioteca y seleccién: Se crearon tres bibliotecas independientes que contenian todas las
mutaciones posibles en un solo sitio en cada uno de los tres bucles de 3116_A06 (SEQ ID NO: 118): bucle BC
(posiciones 25-33), bucle DE (posiciones 55-58) y bucle FG (posiciones 80-89). Para cada bucle, se disefiaron
multiples oligonucleotidos que incorporaban individualmente un codon NNK en cada posicién, donde N=A, C, G, Ty
K=G, T. Eluso de estos codones degenerados permite la codificacién de los 20 aminoacidos (mas un coddn de parada)
en la posicién donde se incorpora la NNK. Los oligonucletdtidos se ensamblaron mediante PCR de extension
superpuesta para generar las bibliotecas de Adnectina de longitud completa, donde Lib-BC contenia cada mutacién
del bucle BC de aminoacidos de 3116_A06, Lib-DE contenia cada mutacién del bucle DE de aminoacidos de
3116_A06, y Lib-FG contenia cada mutacién del bucle FG de aminoacidos de 3116_A06. Las tres bibliotecas se
expresaron como moléculas de fusion de ARNm-proteina usando PROfusion de acuerdo con Xu et al., Chemistry &
Biology 9: 933-942, 2002. Lib-BC, Las moléculas Lib-DE y Lib-FG PROfusion se seleccionaron por separado frente a
miostatina biotinilada 3 nM y las moléculas de unién se capturaron posteriormente en perlas magnéticas de
estreptavidina. Los aglutinantes se eluyeron de las perlas usando KOH 100 mM. Las moléculas eluidas de las perlas
representan variantes de 3116_A06 que ain pueden unirse a la miostatina, mientras que aquellos presentes en la
biblioteca inicial pero que no se encuentran en la elucién representan variantes de 3116_A06 que no se unen tan bien
a la miostatina.
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Codigo de barras de NGS y mezcla: Dos poblaciones, entrada (antes de la union de miostatina) y aglutinantes (eluidos

de las perlas después de la seleccién), derivado de cada una de las tres bibliotecas (Lib-BC, Lib-DE y Lib-FG) se
recogieron y se amplificaron por separado. A cada poblaciéon se le afiadid un adaptador universal 5' - TruSeq,
Adaptador Il 3'- Truseq y un cédigo de barras Unico de 6 nucleétidos por PCR. Después se cuantificaron y se mezclaron
individualmente un total de seis poblaciones con cédigos de barras (Lib-BC: Lib-DE: Lib-FG = 9:4:10) basandose en
el nimero de restos aleatorios en cada bucle, para obtener estadisticamente nimeros similares de secuencias por
posicion aleatoria. La muestra agrupada se secuencid mediante secuenciacion de proxima generacion de extremo
pareado (lllumina) MiSeq de 150 pb.

Andlisis de datos NGS: Las secuencias de lectura directa de la secuenciacién de Ultima generacion se agruparon de
acuerdo con la poblacién, la posicion de mutacién y la identidad del aminoacido mutado. Se eliminaron del analisis
todas las secuencias de mala calidad y aquellas que contenian multiples sitios de mutacion. Después, la frecuencia
de cada secuencia en la poblacién post-seleccién se dividié por su frecuencia en la poblacién de entrada para derivar
una tasa de enriquecimiento (ER). La comparacién de los ER de las secuencias parentales (TS, que funciona como
control positivo) y las secuencias que contienen un codén de parada (que funciona como control negativo, que
representa el ruido de fondo de la supervivencia por casualidad) mostrd que la relacién entre la sefial y el fondo (S/B)
vari6 entre los tres bucles, presumiblemente porque cada biblioteca de bucles se sometid a selecciones
individualmente. Por esta razén, cada secuencia se normalizé a los ER de parada promedio y peso promedio para su
propio bucle especifico, para derivar ER™™.

ER —ER pavada
ER T ERpm‘ada

E Rﬂﬁ rm

La exploracion mutacional profunda se validé comparando la aptitud relativa de los mutantes de alanina de un solo
sitio con los datos bioquimicos de la exploracién de alanina tradicional. En general, la correlacién fue bastante fuerte
(Figura 8). Los ER de NGS definen un perfil de enriquecimiento y agotamiento de mutantes de alanina en los bucles
que se correlaciona bien con el impacto observado en los ensayos de HTRF y ARE-luciferasa.

La CI50 de HTRF bioquimica también se representé directamente frente al ER™™ de NGS para cada mutante de
alanina, como se muestra en la Figura 9.

Basado en las correlaciones de alanina, se establecieron tres categorias en las que se podian agrupar todas las
mutaciones de aminoacidos de un solo sitio mediante sus proporciones de enriquecimiento de NGS: Las mutaciones
mas preferibles (ER™™ > 0,8), mutaciones mas preferibles (ER"™™ > 0,5) y mutaciones preferibles (ER™™ > 3
desviaciones estandar del promedio del bucle ERparacs). LOs limites inferiores de ER"'™ que definen la Ultima categoria
diferian para los tres bucles: BC = 0,25; DE = 0,15; FG = 0,35. Todos los mutantes de sitio Unico en los bucles de
3116_A06 se agruparon segun sus relaciones de enriquecimiento normalizadas para determinar la tolerancia relativa
de cada posicion a la mutacion (Tabla 15).

Tabla 15: Mutaciones de sitio Unico en las secuencias de bucle de 3116_A06 que mantienen la unién a la miostatina

Posicion Mutaciones preferibles Mutaciones mas preferibles Las  mutaciones mas
preferibles
25 Xs1 ACDFHIKLNQRSTVWY CFISVWY FSW
26 Xs2 LMV L L
27 Xs3 | ACDEIKLMNPQRSTVY P P
28 Xsa | ACDEFGHIKLMNQRSTVWY CDEFGHIKLMNQRSTVW Y CFGIKLMNRSTVWY
29 Xss | ACDEFGHIKLMNPQRSTVWY ACDEFGHIKLMNPQRSTV ACEFHIKLMPQRSTVY
WY
30 Xse | GS G G
31 Xs7 | ACDEFGHIKLMNQRSTVWY ACGHIKLMNQRSVWY ACHKLMNRVWY
32 Xss | ACGLMST AGLMS AGL
33 Xsg | ACFHNPQRSY CHNQSY HNQ
55 G G G
56 R R R
57 G G G
58 Xeo | ACDEFIKLMNQSTV CEILMQTV CEILMV
80 Xe1 ACFILMQTVWY ACILMV v
81 Xe2 | ACFGHIKLMNQRSTVWY CFHILMQRSTVWY CFILMTVWY
82 Xe3 | ACDEFGHIKLMNPQRSTVWY ACDEFGHILMNPQSTVW Y ACDEFGHILMNQSTV
83 Xes | ACDEFGHIKLMNPQRSTVWY ACDEFGHIKLMNQRSTV WY | ACDFGILMNQSTVWY
84 Xes | ACDEFGHIKLMNQRSTVWY ADEFGHILMNQSTVWY AGSTW
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(continuacion)

Posicion Mutaciones preferibles Mutaciones mas preferibles Las  mutaciones mas
preferibles
85 Xes | ACFHILMNPSTVWY CFILMPTVWY FIVWY
86 Xe7 | ACEFHIKLMNQRSTVWY CFHIKLMNQRTVWY FHILMVWY
87 Xes | ACDEFGHIKLMNPQRSTVWY ACEFGIKLMNPQRSTVW Y ACFGIKLMTVW
88 Xeo FWY wy WY
89 X70 | ACDEFGHIKLMNPQRSTVWY ACDEGHKLMNPQRSTV AGKLMPQR

Usando todos los datos de escaneo mutacional profundo, las posiciones del bucle BC 25, 26, 27, 30, 32 y 33, las
posiciones del bucle DE 55, 56 y 57 y las posiciones del bucle FG 80 y 88 parecen ser las mas conservadas, donde
solo uno o unos pocos tipos de aminoacidos en estas posiciones mantienen la unién a la miostatina. Por otra parte,
otras posiciones son altamente tolerantes a la mutacién, incluyendo las posiciones 28, 29 y 31 del bucle BC y las
posiciones 82, 83 y 87 del bucle FG.

Ejemplo 9: Evaluacion de la farmacocinética de Adnectina antimiostatina

Para investigar el perfil farmacocinético de Adnectinas con diferentes formatos PEGilados, la Adnectina antimiostatina
2987 _HO07 se formate6 con PEG de 40 KD de 2 ramas (ATI-1338), PEG de 40 KD de 4 ramas (ATI-1339) y PEG Bis
de 20 KD (ATI-1341). Se realizaron estudios de dosis Unica de administracion subcutanea con estas tres Adnectinas
PEGiladas en ratones C57BL6. Las concentraciones totales del farmaco se determinaron mediante ensayo ELISA. El
inmunoensayo bioanalitico PK para la cuantificacion de ATI-1338 us0 un ensayo ELISA de formato sandwich
convencional, donde el 1338 fue capturado con un anticuerpo monoclonal contra la proteina HIS-TAG, después se
detecta con un anticuerpo policlonal anti-PEG. Como se muestra en la Tabla 16, los dos formatos PEGilados de 40 KD,
ATI-1338 y ATI-1339, proporcionaron una mejora farmacocinética mas prominente (es decir, una semivida mas larga
(t12) y exposicién normalizada de dosis mas alta) que el formato PEGilado Bis-20 KD, ATI-1341.

Tabla 16. Comparacién farmacocinética de tres formatos pegilados de Adnectina 2987 H07

Parametros de PK ATI-1338 ATI-1339 ATI-1341
Dosis (mg/kg) 5 3.9 4
Cmax/Dosis (nM/(mg/kg)) 547 370 113
Tmax (h) 24 24 4
AUC/Dosis (nM*h/(mg/kg)) 32 23 2,1
t12 (h) 25 31 16

Estudios de dosis Unica después de la administracion intravenosa y subcutdnea de Adnectinas antimiostatina
fusionadas con Fc (PRD-1177, PRD-1286 y PRD-1474) se realizaron en ratones C57BL6 para evaluar los efectos de
la fusién con Fc sobre los parametros farmacocinéticos. Las concentraciones totales del farmaco se determinaron
mediante ensayos ELISA. El inmunoensayo bioanalitico de PK para la cuantificacién de los conjugados de Fc para
PRD1177, 1474 y 1286 us6 un ensayo ELISA de formato sandwich convencional que usa tecnologia ECL, donde el
1177 fue capturado con un anticuerpo policlonal contra el andamio Adnectina, después se detecté con un anticuerpo
anti-lgG humana. Como se muestra en la Tabla 17, las tres Adnectinas fusionadas con Fc tuvieron una semivida mas
larga (58 -172 h) que la Adnectina pegilada ATI-1338 (25 h). Una biodisponibilidad SC més baja probablemente refleja
protedlisis durante el transito intersticial y linfatico de la molécula biologica. La biodisponibilidad SC de las Adnectinas
fusionadas con Fc se encuentra dentro de un intervalo razonable basandose en la bibliografia publicada (por ejemplo,
Richter et al., AAPS J. 2012;14:559-70).

Tabla 17. Comparacién farmacocinética de tres Adnectinas antimiostatina fusionadas con Fc

Parametros de PK PRD-1177 PRD-1286 PRD-1474
Dosis (mg/kg) 2 2 2
Aclaramiento (ml/min/kg) 0,017 0,016 0,014
Vdss (I’kg) 0,093 0,190 0,054
t12 (h) 68 172 58
Biodisponibilidad SC 60 % 100 % 94 %

Ejemplo 10: Mecanismo de inhibicion de Adnectina antimiostatina

ELISA competitivo: Los ensayos de unién competitiva para evaluar la capacidad de las Adnectinas antimiostatina para
competir con la unién del receptor ActRIIB a la miostatina se llevaron a cabo usando ELISA competitivo. Se recubrieron
placas Nunc Maxisorp con 2 ug/ml de ActRllb-Fc (R&D Systems) en tampoén de carbonato sédico 0,2 M, pH 9,6,
durante la noche a 4 °C. Después de lavar con PBS-T (PBS que contiene 0,05 % de Tween-20), los pocillos se
bloquearon con tampé6n OptEIA (BD Biosciences) durante 1 h a 25 °C con agitacién. Miostatina (10 nM; R&D Systems)
se preincub6 con un rango de concentracién de Adnectina o competidor ActRIlb-Fc (0,2 pMa 1 pM) en tampén OptEIA
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durante 1 h a 25 °C con agitacion. La placa de ensayo bloqueada y recubierta se lavé con PBS-T y después se
afiadieron mezclas de miostatina/competidor y se incubaron durante 30 minutos a 25 °C con agitacién. La placa de
ensayo se lavé con PBS-T, después de lo cual se detectd la miostatina unida con policlonal antimiostatina de cabra
biotinilada 1:1000 (R&D Systems) diluido en OptEIA, durante 1 h a 25 °C con agitacion. Después de lavar con PBS-T,
se afiadio estreptavidina-HRP (Thermo/Pierce) diluida en OptEIA 1:5000, seguido de incubacion durante 30 min a
25 °C con agitacion. La placa de ensayo se revelé con TMB (BD Biosciences), se inactivoé con acido sulfirico 2 N y se
ley6 la absorbancia a A450. Como se muestra en la Fig. 10, ActRllb-Fc en solucion bloquea completamente la union
de miostatina al ActRlIb-Fc recubierto en la placa, como se esperaba. Por el contrario, sin embargo, PRD-1288 (se
diferencia de PRD-1474 solo en la secuencia del enlazador), PRD-1285 y PRD-1286 en concentraciones de hasta
1 uM no impiden que la miostatina se una a ActRlIIb.

SPR de competicion: Ensayos de unién competitiva para evaluar la capacidad de las Adnectinas antimiostatina para
competir con los receptores de tipo | y tipo Il por la unién a miostatina o BMP11, como un sustituto de la miostatina,
también se llevaron a cabo usando SPR en un instrumento Biacore T100, en dos formatos experimentales diferentes.
En el "Formato SPR A", las superficies del chip sensor se prepararon inmovilizando 100 ug/ml de proteina A (Pierce)
en acetato 10 mM, pH de 4,5 a 4500 RU en un chip sensor CM5 (Biacore/GE Healthcare) usando quimica de
etil(dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC)/N-hidroxisuccinimida (NHS) convencional, con bloqueo de etanoamina.
ALK4-Fc (R&D Systems), ALK5-Fc (R&D Systems), ActRIIB-Fc¢ (producido internamente), un anticuerpo monoclonal
antimiostatina/BMP11 (mAb-A) que compite por la unién a la miostatina con ActRIIB pero no compite con 3116A06
por la unién a la misotatina (producida internamente) o Adnectina-Fc PRD-1474 en concentraciones de 7-13 ug/ml se
capturaron a través de la cola Fc hasta densidades superficiales de 1600 - 4300 RU usando inyecciones de 60 s a
10 pl/min. Los experimentos de competicion se realizaron haciendo fluir miostatina 100 nM (R&D Systems) o BMP11
(R&D Systems) sobre estas superficies en ausencia o presencia de Adnectina ATI-1523 200 nM a un caudal de
30 pl/min con tiempos de asociacion y disociacién de 180 s. El tampdn de ejecuciéon para los experimentos de
inmovilizacion y competicion fue HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM y tensioactivo P20 al 0,05 % v/v, pH 7,4
y las superficies se regeneraron entre ciclos usando dos inyecciones de glicina 10 mM pH 1,5 durante 30 s a 30 pl/min.

En formato SPR A, BMP11 se une especificamente a las superficies de ALK4-Fc, ALK5-Fc, ActRIIB-Fc, mAb-A y PRD-
1474, mientras que la miostatina se une especificamente a ActRIIB-Fc, mAb-A y PRD-1474, pero no ALK4-Fc o ALK5-
Fc. Para evaluar el efecto de ATI-1523 sobre la unién de miostatina o BMP11, las respuestas de unién para cada
proteina al final de la fase de asociacién de 180 s se normalizaron al 100 % y se compararon con las respuestas de
unién para miostatina o BMP11 en presencia de ATI-1523 (Tabla 18). ATI-1523 bloque6é completamente la unién de
miostatina o BMP11 a la superficie de control PRD-1474, como se esperaba. En los ensayos para evaluar la capacidad
de ATI-1523 para bloguear la interaccién de la miostatina con ALK4-Fc o ALK5-Fc, BMP-11, que también se une a
ALK4-Fc y ALK5-Fc, se usdé como sustituto de la miostatina, ya que la miostatina por si sola no se une
significativamente a ALK4-Fc y ALK5-Fc en este formato experimental. ATI-1523 redujo significativamente la sefal de
unién de BMP11 hacia ALK4-Fc (reduccién del 98 %) y ALK5-Fc¢ (reduccion del 69 %), lo que sugiere que la Adnectina
compite por la unién a miostatina con los receptores de tipo I. Por el contrario, se observé una mayor respuesta de
unién para los complejos miostatina/ATI-1523 o BMP11/ATI-1523 en superficies ActRIIB-Fc o mAb-A, lo que sugiere
que los complejos miostatina/ATI-1523 o BMP11/ATI-1523 son capaces de unirse a estas superficies, es decir, la
Adnectina no es competitiva con ActRIIB-Fc o mAb-A. El gran aumento en la respuesta de unién (aumento >1000 %)
para el complejo miostatina/ATI-1523 en las superficies ActRIIB-Fc y mAb-A es consistente con que la Adnectina tenga
un efecto solubilizante sobre la miostatina.

Tabla 18: Respuesta de union de SPR para miostatina 100 nM o BMP11 100 nM en ausencia o presencia de ATI-
1523 200 nM en las superficies de ALK4-Fc, ALKS-Fc¢, ActRIIB-Fc, mAb-A 0 PRD-1474.

Analito ALK4-Fc ALKS-Fc ActRIIB-Fc mAb-A PRD-1474
Miostatina 100 % 100 % 100 %
Miostatina + ATI-1523 1313 % 1544 % -2 %
BMP11 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
BMP11 + ATI-1523 2% 31 % 189 % 258 % 1%

Competicion de Adnectina usando "formato SPR B": El mecanismo de accion de las Adnectinas antimiostatina se
evalué mas a fondo en "Formato SPR B", donde la miostatina o BMP11 (10 pg/ml en acetato 10 mM, pH 4,5) se
inmovilizaron directamente en la superficie de un chip sensor CM5 usando quimica de acoplamiento EDC/NHS hasta
una densidad de 985 RU (miostatina) o 530 RU (BMP11). Aqui, la respuesta de unién a los receptores ALK4-Fc (R&D
Systems), ALK5-Fc (R&D Systems) o monémero ActRIIB (producido internamente) inyectado solo (2 uM durante 180 s
a 30 pl/min), se compararon con las respuestas de unién para estos receptores después de la unién previa de la fusién
PRD-1474 de Adnectina-Fc a la superficie (1 uM durante 480 s a 30 pl/min). El tampén de ejecucion para los
experimentos de inmovilizaciéon y competicién fue HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM y tensioactivo P20 al
0,05 % viv, pH 7,4, y las superficies se regeneraron entre ciclos usando 4 inyecciones de NaOH 50 mM durante 15 s
a 30 pl/min.

En ausencia de PRD-1474, cada receptor se une especificamente a BMP11 inmovilizada, mientras que solo ALK5-Fc
y ActRIIB-monémero, pero no ALK4-Fc, se unieron a miostatina inmovilizada. La unién previa de PRD-1474 redujo
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significativamente la sefial de unién de ALK4-Fc hacia BMP11 (reduccién del 70 %) y también redujo la union de ALK5-
Fc hacia la miostatina 0 BMP11 (reduccién del 35-41 %), pero tuvo un impacto minimo en la unién del monémero
ActRIIB a las superficies de miostatina o BMP11, Tabla 19. Estos datos, tomados junto con los datos de competicién
SPR del "Formato SPR A" (Tabla 18), los datos de ELISA competitivos (Fig. 10) y la inhibicion completa de la
sefializacion de miostatina observada en el ensayo ARE-luciferasa (Fig. 11), demuestran que el mecanismo de accién
de la Adnectina es el bloqueo del reclutamiento de los receptores de sefializacion de Tipo | (ALK4/5) y que las
Adnectinas no compiten con la unién del receptor de Tipo Il (ActRIIB).

Tabla 19: Respuesta de union de SPR para ALK4-Fc 1 uM, ALK5-Fc o ActRIIB-monomero en superficies de
miostatina o BMP11 inmovilizadas con o sin PRD-1474 pre-unido.

Superficie Pre-union de PRD-1474 ALK4-Fc ALKS-Fc ActRIIB-monémero
Miostatin no 100 % 100 %
ostatina si 55 % 111 %
no 100 % 100 % 100 %
BMPT1 si 30 % 65 % 92 %

Dado que estas Adnectinas representan las familias de secuencias ejemplificadas en la presente invencién, y los
clones individuales dentro de una familia de secuencias bien definida mantienen el mismo sitio de unién, las secuencias
cubiertas por la presente invencion actiian bloqueando el reclutamiento de ALK4/5 en el complejo miostatina-ActRlIIb.

Los datos farmacocinéticos indican ademas que los niveles del complejo miostatina-Adnectina se acumulan con €l
tiempo y que estos complejos se unen a ActRllb, actuando por lo tanto como un inhibidor negativo dominante de la
sefializacion independiente del farmaco libre. Este mecanismo Unico distingue las Adnectinas antimiostatina de la
presente invencion de los anticuerpos antimiostatina descritos en la bibliografia (por ejemplo, documento US 7632499)
e indica que las Adnectinas antimiostatina de la invencién tienen una actividad aumentada.

Ejemplo 11: Mapeo del sitio de union de Adnectina en miostatina usando HDX-MS:

El sitio de unién de Adnectina en la miostatina se evalué adicionalmente mediante espectrometria de masas de
intercambio de hidrégeno-deuterio (HDX-MS).

El método de espectrometria de masas de intercambio de hidrogeno/deuterio (HDX-MS) investiga la conformacién de
proteinas y la dinamica conformacional en solucién monitorizando la tasa de intercambio de deuterio y la extension en
los hidrégenos de amida de la cadena principal. El nivel de HDX depende de la accesibilidad al disolvente de los
hidrégenos de la amida principal y de la conformacion de la proteina. El aumento de masa de la proteina tras HDX
puede medirse con precision mediante EM. Cuando esta técnica se junta con la digestidn enzimatica, pueden
obtenerse caracteristicas estructurales al nivel de péptido, permitiendo la diferenciacion de los péptidos expuestos en
la superficie de aquellos plegados en el interior o de los secuestrados en la interfaz de un complejo proteina-proteina.
Normalmente, se realizan el marcaje con deuterio y los experimentos de extincion posteriores, seguido de digestion
con pepsina en linea, separacion de péptido, y analisis EM.

Debido a que se descubrié que la miostatina sola tenia una solubilidad inadecuadamente baja para HDX-MS en
condiciones de pH fisiolégicamente relevante (< 10 ug/ml), los presentes inventores usaron una estrategia alternativa
para aumentar la solubilidad de la miostatina formando complejos con la proteina con el fragmento Fab de mAb-A
(Fab-A), que se demostré que no era competitivo con Adnectina usando los experimentos de SPR descritos en el
Ejemplo 10. El estado oligomérico de las muestras HDX-MS se caracterizé mediante cromatografia de exclusién por
tamafio acoplada a un detector de dispersion de luz laser de mdltiples angulos (SEC-MALS), donde la masa
determinada por MALS del complejo miostatina/Fab-A (~120 kDa) era consistente con la estequiometria esperada de
un homodimero de miostatina unido a dos moléculas de Fab-A, y la masa determinada por MALS de miostatina/Fab-
A El complejo /3116_A06 (142 kDa) fue consistente con la estequiometria esperada de un homodimero de miostatina
unido a dos moléculas Fab-A mas dos moléculas 3116_A06.

Antes de mapear el sitio de unién de Adnectina en la miostatina reconocido por Adnectina 3116_A06 por HDX-MS, se
realizaron experimentos no deuterados para generar una lista de péptidos pépticos comunes para la miostatina a partir
de muestras de miostatina/Fab-A (relacién molar 1:1 a 30 uM cada uno) y miostatina/Fab-A/3116_A06 (relacién molar
1:1:1 a 30 uM cada uno), logrando una cobertura de secuencia del 83,5 % para la miostatina. En este experimento,
se usd tampon fosfato 10 mM (pH 7,0) durante la etapa de marcaje, seguido de la adicion de tampén de inactivacion
(tampén fosfato 200 mM con GdnCl 4 My TCEP 0,5 M, pH 2,5, 1:1, v/v). Para experimentos de mapeo del sitio de
unién de Adnectina, se mezclaron 5 pl de cada muestra (miostatina/Fab-A o miostatina/Fab-A/3116_A06) con 65 pl
de tampoén de marcaje HDX (tampén fosfato 10 mM en D20, pD 7,0) para iniciar las reacciones de marcaje a
temperatura ambiente (~25 °C). Las reacciones se llevaron a cabo durante diferentes periodos de tiempo: 20 s, 1 min,
10 min, 60 miny 240 min. Al final de cada periodo de reaccién de marcacion, la reaccion se inactivé afiadiendo tamp6n
de inactivacién (1:1, v/v) y la muestra inactivada se inyectd en el sistema de HDX-MS de Waters para el analisis. Se
controlaron los niveles de absorcion de deuterio de los péptidos pépticos comunes observados en ausencia/presencia
de 3116_A06.

126



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 984 405 T3

Los datos experimentales obtenidos de mediciones HDX-MS indican que Adnectina 3116_A06 reconoce un sitio de
unién discontinuo de Adnectina compuesto por dos regiones peptidicas en la miostatina:

Regi6n 1: LYFNGKEQIIYGKIPAM (85-101); SEQ ID NO: 329
Regi6én 2: PHTHLVHQANP (56-66); SEQ ID NO: 330

Basandose en los niveles relativos de absorcion de deuterio, las dos regiones peptidicas pueden clasificarse como
regién 1 > 2, siendo la regién 1 la que presenta los cambios mas significativos en la absorcion de deuterio.

Ejemplo 12: Acoplamiento in silico de Adnectina 3116_A06 a miostatina

Se us6 un enfoque computacional para generar un modelo estructural del complejo 3116_A06-miostatina que era
consistente con los datos de HDX-MS (Fig. 13). El acoplamiento de proteinas de 3116_A06 en la estructura de la
miostatina humana (PDB 3HH2 tomado del Protein Data Bank, www.rcsb.org; Cash et al., EMBO J. 28:2662-2676,
2009) se realizé usando ZDOCK (Chen y Wang, Proteins 47:281-294, 2002) implementado en el software Accelrys
Discovery Studio v3.5 (Accelrys). El protocolo ZDOCK usa el acoplamiento de cuerpo rigido de dos estructuras
proteicas (ligando = 3116_A06 y receptor = miostatina). Las poses acopladas se filtraron para detectar complejos que
contenian conformaciones de bucles 3116_A06 FG (restos Thr79 a Tyr88) y BC (restos Ser25 a N33). Se selecciono
un complejo preferido basandose en la complementariedad de los restos de la interfaz junto con la correlacién de las
sustituciones favorables del bucle identificadas mediante mutagénesis con Adnectina. La Fig. 13A muestra el sitio de
union de ALK4 y el sitio de unién de ActRIIB mapeados en la estructura de miostatina (gris). La Regioén 1 y la Regién
2, que se identificaron mediante los experimentos HDX-MS como se describe en el Ejemplo 11, se indican en negro.
La Fig- 13B muestra un complejo preferido de acoplamiento, con los bucles BC, DE y FG de 3116_A06 (negro)
representados en barras, y las regiones 1 y 2 de miostatina (gris) representadas en espacio-relleno. Varios restos que
se identificaron como mutaciones favorables al bucle muestran contribuciones clave. Por ejemplo, en el bucle BC de
3116_A06, los restos Ser25, Leu26 y Pro27 son importantes como limitaciones estructurales para mantener la
conformacion general del bucle. Por el contrario, Ala32 encaja en una pequefia hendidura hidréfoba formada en la
interfaz compleja y la estructura principal del resto forma enlaces de hidrégeno con miostatina. Las sustituciones mas
preferibles en la posicion 32 son Gly o Leu, y se predice que encajaran bien en lugar de la alanina. De forma similar,
Asn33 participa en enlaces de hidrégeno con restos de triptéfano cercanos de miostatina. Las sustituciones mas
preferibles en la posicion 33 son His y GiIn, que también contienen cadenas laterales que pueden contribuir como
donantes de enlaces de hidrégeno. Los restos en el circuito DE son criticos: las sustituciones mas favorables se limitan
a Gly55, Arg56 y Gly 57 y solo son preferibles las sustituciones conservativas para Va158. En la estructura del modelo,
Arg56 es un resto critico que contribuye a las interacciones del catién pi con Y86 de la miostatina en la Regién 1, asi
como a enlaces de hidrégeno adicionales con la estructura principal y la cadena lateral de otros restos de la Regién
1. Para muchos restos de bucles FG, las sustituciones mas preferibles fueron los reemplazos conservativos. Una
posicion critica identificada fue Tyr88, que tiene interacciones cation pi e interacciones pi-pi con Y55 y otros restos de
la Region 2 de miostatina. El bucle FG también participa en varias interacciones hidrofobas con las Regiones 1 y 2
identificadas en los experimentos de mutagénesis. Estos célculos muestran una buena concordancia con los datos
del experimento HDX-MS y SPR.

Ejemplo 13: Modelo de ratén in vivo de eficacia musculoesquelética

Los ratones B6.SCID macho (9-13 semanas de edad, Jackson Laboratories, Bar Harbor, Maine) se alojaron en una
habitacion con temperatura controlada con un ciclo de luz/oscuridad invertido de 12 horas. Habia agua y comida
estandar disponibles a discrecion. Los ratones se aleatorizaron y se distribuyeron entre grupos de tratamiento para
recibir compuestos de control o de prueba de la presente invencién basandose en el peso corporal (aproximadamente
20-22 g). Para demostrar la eficacia in vivo de los compuestos de la presente invencién, los compuestos se
administraron semanalmente (Adnectinas antimiostatina de fusién Fc) o dos veces por semana (Adnectinas
antimiostatina PEGiladas) mediante inyeccién subcutanea. Los compuestos de prueba se administraron a los animales
en solucién salina tamponada con fosfato (PBS). Los controles se trataron Unicamente con tampon de reconstitucion.
A los animales de prueba (n=8-10 ratones/grupo) se les administré la dosis durante un periodo de 14 dias por via
subcutanea, con, por ejemplo, 5, 6 o 10 mg/kg/semana de un compuesto de la invencién. Las mediciones del peso
corporal se registraron antes de la aleatorizacién, el dia de la aleatorizacion y dos o tres veces por semana durante
los periodos de tratamiento y al final del estudio. La masa muscular de la parte inferior de las piernas se registré a
partir de los cadaveres al final del estudio mediante imagenes por analisis de resonancia magnética cuantitativa (IRM,
Echo Medical Systems, Tex). Los grupos de prueba se compararon con el grupo de control. Los resultados muestran
que las Adnectinas antimiostatina de la invencion aumentaron el porcentaje de peso corporal con respecto al valor
inicial (Fig. 14) y tuvo efectos anabdlicos significativos sobre el volumen del misculo esquelético (Fig. 15), en
comparacién con los ratones de control (por ejemplo, aproximadamente un aumento del 7-10 % en €l volumen
muscular en comparacioén con el control}.
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Obtencion de imdgenes por resonancia magnética (IRM)

La resonancia magnética para medir el volumen de los mUsculos de las piernas se realizé en un Bruker PharmaScan
4,7 Tesla con un diametro de 16 cm (Bruker Biospin, Billerica, Ma. EE.UU.). Para el transmisor y el receptor se us6
una bobina de volumen de 62 mm. Después de la recopilacién de imagenes del localizador de la parte inferior de la
pierna, las imagenes pesadas en T2 se obtuvieron mediante un plano de corte axial. La secuencia rapida de espin-
eco (RARE) consistié en un pulso Hermite de 90° seguido de un pulso Hermite de 180° con un TR/TE = 2000/23 ms.
Se recogieron once cortes axiales desde la parte superior de la rodilla hasta el tobillo con una dimensién de matriz de
256 x 128 puntos de datos. El campo de visién era de 5 cm por 2,5 cm, con un grosor de corte de 1,25 mm y un factor
RARE de 4 y 8 promedios de sefial. Los volimenes de los muUsculos de las piernas se calcularon sumando todas las
areas de corte axial multiplicadas por el grosor del corte de 1,25 mm para el volumen muscular total en cada pierna.
Las imagenes se analizaron como un promedio del area de la region de interés (ROI) mediante analisis de secuencia
de iméagenes (ISA, Bruker Biospin, Billerica, Ma.). Se dibujaron ROI manuales alrededor del misculo de la pierna
excluyendo la piel y el area de grasa subcutanea. El volumen muscular promedio total para ambas piernas se muestra
en la Fig. 15.

También se realizé IRM para los volimenes cardiacos como criterio de valoracién de seguridad con el mismo escaner
de IRM. Después de obtener imagenes localizadoras iniciales del area toracica, se recogieron 9 imagenes axiales
desde los grandes vasos hasta el apice del corazéon. Similar al analisis de los musculos de las piernas, las areas
axiales se sumaron y se multiplicaron por el espesor del corte de 1,25 mm para obtener el volumen cardiaco total de
cada animal. La resonancia magnética no observo cambios significativos en el volumen del corazén.

Estadisticas
Las diferencias entre los grupos se evaluaron usando analisis de prueba t de Student pareado de 2 colas.
Ejemplo 14: Eficacia de PRD-1474 sobre el crecimiento muscular in vivo

Se mantuvieron y trataron ratones macho B6.SCID (n=10/grupo) como se describe en el Ejemplo 10, con la excepciéon
de que PRD-1474 se administré en las distintas dosis como se indica en la Fig. 16 y la duracién del tratamiento fue
de 28 dias. PRD-1474 a 1 mg/kg mostré un aumento significativo del 11,1 % en el volumen muscular de la parte inferior
de la pierna en comparacién con el grupo de control de PBS (p<0,0001). Los aumentos significativos en el volumen
de los musculos de la parte inferior de la pierna del 27,7 %, el 29,7 % y el 32,8 % también se observaron con PRD-
1474 a 10 mg/kg, 30 mg/kg y 100 mg/kg, respectivamente. No se observo ninglin cambio en el volumen cardiaco en
todos los grupos de dosis de tratamiento en relacion con el control. Los datos se presentan como media + desviacion
tipica. Los distintos grupos de dosificacion se compararon mediante ANOVA. (*p< 0,0001; #no significativo entre

grupos).

Los datos demuestran que las Adnectinas antimiostatina de la invencion son eficaces en dosis significativamente mas
bajas que los inhibidores de miostatina descritos anteriormente (por ejemplo, documento US 7632499, J. Clin. Onclo.
30(Supl):Resum. 2516, 2012). Por lo tanto, las Adnectinas antimiostatina de la invencién proporcionan una mayor
eficacia en dosis mas bajas combinadas con una disminucion de los efectos secundarios no deseados, cuando se
administran solas o en combinacién con otros inhibidores de la miostatina u otros farmacos, para tratar la atrofia
muscular y las enfermedades metabdlicas descritas en el presente documento.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido que comprende un décimo dominio de tipo Il de fioronectina humana ('°Fn3), en donde el dominio
19Fn3 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 281.

2. El polipéptido de la reivindicacion 1, en donde el polipéptido comprende un dominio Fc de inmunoglobulina.
3. El polipéptido de la reivindicacién 2, en donde el dominio Fc deriva de IgG1.

4. El polipéptido de la reivindicacion 2, en donde el Fc y el dominio '°Fn3 se fusionan a través de un enlazador
seleccionado de SEQ ID NO: 181-209.

5. El polipéptido de la reivindicacion 4, en donde el enlazador se selecciona de SEQ ID NO: 181-187.

6. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde el polipéptido consiste en la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 264, 269 o 273.

7. El polipéptido de la reivindicacion 1, en donde el polipéptido consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 273.

8. Una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido de una cualquiera de la reivindicacién 1-7 y un portador
farmacéuticamente aceptable.

9. Un &cido nucleico que codifica el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7.
10. Un vector de expresién que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 9.
11. Una célula que comprende el &cido nucleico de la reivindicacién 9.

12. El &cido nucleico de la reivindicacién 9, que comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 296, 301 o
305.

13. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 o la composicion de la reivindicacion 8, para su uso
en un método de tratamiento de un trastorno muscular, neurolégico o metabdlico asociado a desgaste muscular y/o
atrofia muscular, o un trastorno degenerativo 6seo.

14. El polipéptido o la composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 13, en donde el sujeto tiene una
distrofia muscular.

15. El polipéptido o la composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 14, en donde el sujeto tiene distrofia
muscular de Duchenne.
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